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1 UVOD 
 
Voda velja za eno izmed naših najbolj dragocenih dobrin, ki pa je izpostavljena 
onesnaževanju in pritiskom gospodarstva. V zadnjih letih se je veliko pozornosti 
posvečalo sintetičnim, biološko aktivnim organskim snovem, ki se v okolju pojavljajo v 
vse večjih količinah. Povzemamo jih z angleškim terminom »emerging organic 
contaminants,« in so povečini regulirane le v omejenem obsegu (Pal in sod., 2010). Pri 
pregledu te tematike Pal in sod. (2014) navajajo kot primere teh snovi: 1) snovi v 
industrijski rabi, ki so šele pred kratkim prišle v okolje, 2) snovi, ki so sicer v okolju 
prisotne že dlje časa, a smo jih, zaradi izboljšanih metod detekcije, začeli zaznavati šele 
pred kratkim in 3) snovi, ki se v okolju pojavljajo že dlje časa, a se je šele pred kratkim 
izkazalo, da imajo ekotoksikološke učinke. Te snovi uporabljamo v vsakdanjem 
življenju, pogosto v velikih količinah. Mednje spadajo izdelki za osebno nego, 
farmacevtska sredstva, gasilna sredstva, industrijski aditivi in reagenti, benzotriazoli, 
benzotiazoli, siloksani, stranski produkti uporabe dezinfekcijskih sredstev, surfaktanti, 
kontrastna sredstva v radiologiji, pesticidi, ojačevalci arom ter snovi, ki lahko vplivajo 
na endokrini sistem (Pal in sod., 2014; Thomaidi in sod., 2015). Za mnoge se je 
izkazalo, da jih je težko odstraniti iz voda (Thomaidi in sod., 2015), kar vzbuja skrb, da 
bi lahko onesnažile vodotoke, ekosisteme in zaloge pitnih vod (Pal in sod., 2010). 
 
Kot navajajo Thomaidi in sod. (2015), so motilci endokrinega sistema (MES) tista 
skupina snovi, ki je pri njihovi študiji stanja štirih grških rek predstavljala največjo 
grožnjo vodnim organizmom v njihovih ekosistemih. Te snovi pri znanstvenikih 
vzbujajo veliko zanimanja, saj lahko vplivajo neposredno na delovanje hormonskega 
sistema izpostavljenih organizmov, poleg tega pa mnoge izmed njih množično 
uporabljamo v industriji in gospodinjstvih (Esteban in sod., 2014). Katere od teh snovi 
imajo potencial za motenje endokrinega sistema, je težko predvideti, saj si po strukturi 
pogosto niso podobne. Mnogim je skupna le majhna molekulska masa, pri nekaterih pa 
tudi fenolna funkcionalna skupina, s katero lahko učinkujejo na receptorje steroidnih 
hormonov (Diamanti-Kandarakis in sod., 2009). 
 
Nohynek in sod. (2013) navajajo znan primer zaužitja večjih količin rastlin s hormonsko 
aktivnimi snovmi, kot sta na primer kumestrol in daidzein v detelji, ki privede do 
neplodnosti pri živini. Navajajo tudi, da so se v zgodnjih devetdesetih letih prejšnjega 
stoletja začela ugibanja o tem, če bi lahko imele sintetične snovi, ki so zmožne motiti 
delovanje endokrinega sistema, tudi vpliv na reprodukcijo pri človeku in divjih živalih. 
Eden najbolj znanih primerov učinkovanja MES je dietilstribestrol, ki je jasno pokazal, 
kakšne negativne učinke imajo lahko hormonsko aktivne snovi na razvijajoč zarodek in 
pomembno vlogo testiranja na živalih za njihovo razumevanje in regulacijo (Patisaul in 
Adewale, 2009).  
Kaučič R. Odziv vodnih testnih organizmov na prisotnost motilcev endokrinega sistema   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
2 
 
Leta 2002 je Mednarodni program za kemijsko varnost (IPCS) sprejel definicijo za 
motilce endokrinega sistema, ki jo uporabljajo institucije Organizacije združenih 
narodov (Heindel in sod., 2013). To definicijo uporabljajo tudi Evropska komisija in 
druge institucije Evropske unije ter tiste države članice, ki nimajo lastne definicije. 
Motilci endokrinega sistema so tako definirani kot »eksogene snovi ali zmesi, ki 
spremenijo funkcije endokrinega sistema ter posledično škodljivo učinkujejo na zdravje 
neokvarjenega organizma, njegove potomce ali (sub)populacije.« Komisija pri tem 
razlaga pojem »škodljivi učinki« po IPCS, in sicer kot: »spremembo v morfologiji, 
fiziologiji, rasti, razvoju, razmnoževanju ali življenski dobi organizma, sistema ali 
(sub)populacije, ki povzroča okvaro funkcijske zmožnosti, okvaro zmogljivosti za 
obvladovanje dodatnega stresa, ali povečanje občutljivosti na druge vplive.« Pri tem 
tudi poudarjajo, da niso vse snovi, ki izzovejo odziv endokrinega sistema, tudi njegovi 
motilci (Evropska komisija, COM(2016) 350 final, 2016). Xin in sod. v članku iz leta 
2015 navajajo, da se za okoli 800 (komercialnih) snovi smatra, da imajo učinke na 
endokrini sistem, a da je dejansko bila preverjena le peščica. Na strani inštituta The 
Endocrine Disruption Exchange, kjer vodijo aktualiziran seznam potencialnih motilcev 
endokrinega sistema, pa trenutno navajajo več kot 1400 različnih snovi, ki bi 
potencialno lahko učinkovale kot motilci endokrinega sistema (TEDX List of Potential 
Endocrine Disruptors, 2018).  
 
Glavni namen pričujoče magistrske naloge je ugotoviti vplive MES na vodne organizme 
v laboratorijskih razmerah ter določiti toksične učinke in vpliv na njihov reproduktivni 
razvoj. Za ta namen smo postavili dve hipotezi: 
 
1) MES lahko spreminjajo reprodukcijski potencial pri vodnih organizmih. 
2) MES zmanjšujejo reprodukcijsko sposobnost testnih vodnih organizmov.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA (MES) V OKOLJU 
 
MES lahko v okolje vstopajo na mnogotere načine – predvsem  med procesom 
produkcije in obdelave materialov, izdelkov in hrane, njihove uporabe ter nenazadnje 
tudi kot odpadki. Tako kot ostala onesnažila, lahko v vodno okolje vstopajo prek virov, 
ki jih delimo na točkovne in razpršene (Kidd in sod., 2013). 
 
Točkovni viri so vsi izpusti, katerim lahko določimo točno lokacijo izvora. To so npr. 
izpustni kanali komunalnih in industrijskih voda, ter izcedni kanali odpadnih deponij. 
Razpršeni viri se na drugi strani nanašajo na izpuste, ki se dogajajo na širšem območju 
in prehajajo v vodotoke z izpiranjem. Najbolj očiten vir je obdelava kmetijskih zemljišč 
zaradi posipavanja gnojevke, škropljenja s pesticidi in namakanja. K razpršenim virom 
štejemo še razpad divje odvrženega odpadnega materiala in spiranje deževnice v 
urbanem okolju. Slednji je sicer odvisen od komunalne urejenosti (Rosenfeldt in 
Linden, 2004; Crain in sod., 2007; European Environment Agency, 2007a, 2007b, 2011; 
Kidd in sod., 2013). 
 
Li in sod. (2013) navajajo, da MES pri procesu prečiščevanja odpadnih vod ni moč v 
celoti odstraniti. Po procesu prečiščenja odpadno vodo spuščajo v vodotoke ali pa jo 
vračajo v ponovno rabo za namakanje - ponekod tudi za obnavljanje podtalnice - zato 
obstaja možnost, da prihaja do njihovega prenosa v prst in podtalnico. Po prečiščenju v 
čistilnih napravah ostane s hranili bogato blato, ki ga marsikje uporabljajo za 
dognojevanje kmetijskih površin. Tako lahko pride do prenosa teh snovi v rodovitno 
prst, z izpiranjem pa lahko na ta način tudi prehajajo v podtalnico in vodotoke 
(Biedermann-Brem in Grob, 2009; Shrestha in sod., 2012; Tran in sod., 2015; Adeel in 
sod., 2017). V čistilnih napravah lahko potekajo procesi, ki pretvarjajo hormonsko 
neaktivne metabolite MES v njihove prvotne, hormonsko aktivne oblike (Kidd in sod., 
2013), kar doprinaša h kompleksnosti problematike. 
 
MES so v okolju podvrženi mnogim degradacijskim procesom, med drugim tudi 
biološki razgradnji (Li in sod., 2013). Kljub temu pomenijo komunalni izpusti 
kontinuiran vir onesnaževanja in s tem kronično izpostavljenost organizmov tem 
ksenobiotičnim snovem (Jimènez, 1997; Tran in sod., 2015), ki lahko tako postanejo 
zanje problematične (Thomaidi in sod., 2015). V nasprotju s kopenskimi organizmi so 
vodni neposredno izpostavljeni snovem, ki so razstopljene ali suspendirane v vodi. V 
telesa organizmov lahko prehajajo preko telesnih ali respiratornih površin in se ob 
kontinuirani izpostavljenosti v organizmu akumulirajo. Slednje je odvisno od hitrosti 
prehajanja snovi v organizem in njegove sposobnosti, da jih metabolizira ali izloči. Na 
splošno sodi med pomembnejše načine vstopa snovi v telesa večjih vodnih organizmov 
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prehranjevanje. To še posebej velja pri predatornih vrstah, kot so ptice, sesalci in 
plazilci, ker so na koncu prehranjevalnega spleta in nimajo škrg ali drugih tipov 
respiratornih površin, ki bi bile kontinuirano izpostavljene vodi, njihove telesne 
površine pa, razen pri dvoživkah, že po zgradbi ne omogočajo učinkovitega prehoda 
snovi skoznje (Walker in sod., 2012). 
 
2.1.1 O motilcih endokrinega sistema na splošno  
 
Endokrine učinke določenih onesnažil so prvič opazili pri proučevanju povezave med 
organo-klorovimi pesticidi in reproduktivnimi motnjami pri nekaterih vrstah ptičev 
(Jimènez, 1997). Ker se način delovanja endokrinih sistemov tekom evolucije ni 
bistveno spremenil, delujejo podobno pri širokem naboru taksonov vse od 
nevretenčarjev do vretenčarjev. Endokrin sistem ima pomembno vlogo pri nadzoru 
razvoja organizma in pri njegovem razmnoževanju, zato so lahko snovi, ki ovirajo 
njegovo pravilno delovanje, zelo problematične (Laurenson in sod., 2014). 
 
Mnoge skupine MES kategoriziramo kot antiandrogene ter agoniste in antagoniste 
receptorjev ščitničnih hormonov, vendar so znani tudi primeri androgenih MES 
(Diamanti-Kandarakis in sod., 2009). Esteban in sod. (2014) povzemajo, da obstaja 
povezava med izpostavljenostjo MES in spremembami v delovanju metabolizma, 
razvoja, rasti in razmnoževanja organizmov. Mejne vrednosti njihovega učinkovanja je 
težko predvideti, ker mnogi izzovejo kompleksne nelinearne in nemonotone odzive 
glede na odmerek (Heindel in sod., 2013), vendar ni nujno, da MES učinkujejo le kot 
taki. Učinkujejo lahko tudi brez delovanja na hormonske receptorje, in sicer tako, da 
učinkujejo na proteine, ki transportirajo hormone (Heindel in sod., 2013), povzročijo 
spremembe v notranjem in zunanjem okolju celic, pri njihovem odstranjevanju pa se 
lahko tvorijo reaktivni elementi, ki se v celicah kupičijo in jih na dolgi rok poškodujejo 
(Xin in sod., 2015). Poznani so tudi karcinogeni in drugi toksični učinki, ki lahko 
posredno ali neposredno vplivajo na nastajanje živčnega sistema oz. ta proces ovirajo do 
te mere, da ima organizem spremenjeno dojemanje okolja in odzive na spremembe v 
njem (Wingfield in Mukai, 2009).  
 
Zaradi teh faktorjev so se porajala ugibanja, da bi lahko MES vplivali na potek 
pubertete pri ljudeh (Howdeshell in sod., 1999). Esteban in sod. (2014) poročajo, da so 
se študije vpliva MES na človeka v zadnjem času osredotočale predvsem na možne 
učinke na reproduktivni, imunski, krvožilni in živčni sistem. 
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2.1.2 Splošni mehanizmi delovanja motilcev endokrinega sistema  
 
Motnje v delovanju endokrinega sistema se lahko na različnih fizioloških nivojih 
izražajo v spremembi sekrecije hormonov, v motnjah interakcij med horomoni in 
receptorji (med kompleksi ligand-receptor), v spremembah metaboliziranja hormonov, 
itd. (Rezg in sod., 2014). Markey in sod. (2002) povzemajo, da se za motilce 
endokrinega istema presoja, da lahko na endokrini sistem učinkujejo na več načinov: 1) 
kot agonisti, z vezavo na hormonske receptorje; 2) kot antagonisti endogenih 
hormonov; 3) s spremembo načina sinteze in metabolizma endogenih hormonov in 4) s 
spremembo gostote hormonskih receptorjev. Na hormonske receptorje lahko delujejo s 
posnemanjem, zaviranjem in/ali oviranjem njihovih endogenih ligandov. Vplivajo lahko 
tudi na metabolizem in razgradnjo receptorjev ali njihovih transportnih proteinov 
(Wingfield in Mukai, 2009). 
 
Tu je treba upoštevati, da potencial hormonske aktivnosti nekega motilca endokrinega 
sistema ni odvisen le od njegove afinitete za specifičen hormonski receptor (Heindel in 
sod., 2013). Esteban in sod. (2014) navajajo, da je pri izražanju učinka specifičnega 
MES ključnega pomena, v katerem življenjskem obdobju mu je organizem izpostavljen 
in povzemajo, da so v nekaterih študijah ugotovili hujše posledice, če je bil organizem 
izpostavljen MES v času embrionalnega razvoja ali v juvenilni fazi, saj lahko MES v 
tem obdobju vplivajo na spremembo poteka razvoja organov in regulatornih 
mehanizmov, posledice česar pa postanejo očitne šele kasneje v življenju (Esteban in 
sod. 2014). Za embrionalni razvoj je značilna pospešena celična delitev in diferenciacija 
zarodnih celic. Ker sta oba procesa podvržena kompleksnemu spletu celičnega 
signalniziranja, so zarodki v tem obdobju zelo dojemljivi za učinke spojin s 
hormonskim učinkovanjem, kar je Howard A. Bern leta 1992 povzel s terminom 
»fragilen zarodek« (ang. »fragile fetus«) (Markey in sod., 2002; Newbold, 2011), saj 
morajo za pravilen razvoj organizma hormoni v fetusu delovati časovno usklajeno in 
pravilno (Xin in sod., 2015). Motilci endokrinega sistema lahko te procese ovirajo in 
ker v mladem organizmu še niso v celoti razviti mehanizmi za odstranjevanje 
potencialno toksičnih produktov biotransformacije ksenobiotikov, lahko pride do 
njihove akumulacije v tkivih in posledično do okvar teh tkiv (Xin in sod., 2015). V času 
razvoja zigote sesalcev se odvijeta še dva večja dogodka epigenetskega 
reprogramiranja, ki določata smer razvoja zarodnih celic. MES lahko potencialno 
vplivajo tudi na te procese tako, da preprečijo pravilno pozicioniranje epigenetskih 
markerjev, zaradi česar pride do spremembe celičnega epigenoma. Posledica tega je 
lahko povečana dojemljivost za bolezenske klice v kasnejšem življenjskem obdobju 
organizma (Surani in sod., 2007). 
 
Kot navajata Campbell in Hutchinson (1998) je potrebno na učinke MES gledati še iz 
ekosistemskega konteksta, saj se je delovanje endokrinih sistemov skozi evolucijsko 
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zgodovino v večji meri ohranilo in kljub temu, da se kažejo pri različnih vrstah različne 
afinitete istih receptorskih proteinov za vezavo hormonsko aktivnih snovi, lahko 
sklepamo, da se bodo snovi, ki se vežejo na estrogenske receptorje pri enem organizmu, 
vezali tudi na estrogenske receptorje drugega. Poudarjata, da je kljub temu vprašanje 
njihovega učinkovanja na ekosisteme (zaradi kopice faktorjev, ki igrajo vlogo pri 
endokrinem signaliziranju na vseh organizacijskih nivojih organizmov in same 
kompleksnosti zvez med organizmi znotraj ekosistemov) zelo kompleksno. Kot primere 
navajata ključno vlogo androgenov pri hormonski kontroli spolne diferenciacije 
sesalcev, estrogenov pri pticah in vlogo obojih pri plazilcih. Ko so v ta proces vključeni 
še drugi faktorji, kot je na primer spolna diferenciacija v odvisnosti od temperature in 
dostopnosti hrane za starševske osebke, in dejstvo, da so nekatere vrste rib 
hermafroditne in sposobne spreminjanja spola, pa postane slika še bolj kompleksna in 
poudarjata, da je zato iz rezultatov ekotoksikoloških testov, izvedenih na eni vrsti ali 
skupini organizov, težko sklepati na učinke na druge vrste ali skupine organizmov 
(Campbell in Hutchinson, 1998). 
 
 
2.2 ESTROGENSKO AKTIVNE SNOVI KOT MOTILCI ENDOKRINEGA 
SISTEMA 
 
V okolju je mogoče najti mnogo snovi, ki so po uporabi in strukturi različne, a so 
sposobne sprožiti odziv estrogenskih signalnih poti organizmov. Takšne snovi 
povzemamo s terminom okoljski estrogeni. Mednje štejemo steroidne estrogene ter 
razne naravne in umetne kemikalije, ki lahko preko vezave na estrogenske receptorje 
vplivajo na hormonske sisteme organizmov in tako na njihove fiziološke procese 
(Brennan in sod., 2006) – torej so hormonsko, natančeje estrogensko, aktivne. Vendar, 
estrogensko aktivne snovi niso le naravni in umetni estrogeni (Diamanti-Kandarakis in 
sod., 2009), mednje štejemo tudi t.i. ksenoestrogene. To so v večji meri umetne, 
nesteroidne snovi, ki po strukturi sicer niso nujno podobne estrogenom, a lahko kljub 
temu povzročajo estrogenske učinke (Steinmetz in sod., 1998). 
 
V odpadnih vodah lahko pogosto najdemo MES iz dveh skupin. Prvo predstavljajo 
estrogeni – ti imajo visoko estrogensko aktivnost, a se v vodnih okoljih pojavljajo v 
nizkih koncentracijah (v območju ng/L). Druga skupina so fenolne spojine - te imajo 
sicer nizko estrogensko aktivnost, ampak se v odpadnih vodah pojavljajo v relativno 
visokih koncentracijah (v območju µg/L) (Li in sod., 2013). 
 
Laurenson in sod. (2014) navajajo, da pregled literature nakazuje, da estrogensko 
aktivne snovi izpuščene in zaznane dolvodno od izpustov čistilnih naprav negativno 
vplivajo na ribje populacije. Povzročajo lahko feminizacijo ribjih samcev – vplivajo na 
velikost testisov, na reproduktivno uspešnost osebkov, na število spermijev, inducirajo 
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sintezo vitelogenina, spreminjajo druge reproduktivne značilnosti organizmov ali celo 
povzočijo popolno odsotnost samcev v populaciji (Laurenson in sod., 2014; Adeel in 
sod., 2017). Takšni in podobni učinki niso bili opaženi samo pri ribah, ampak tudi pri 
drugih vodnih organizmih (Esteban in sod., 2014; Bhandari in sod., 2015), pri čemer ne 
smemo zanemariti dejstva, da lahko več estrogensko aktivnih snovi deluje skupaj in 
povzročijo učinke, ki jih posamezne snovi same po sebi ne bi (Kassotis in sod., 2015). 
 
 
2.2.1 Steroidni estrogeni 
 
Steroidni estrogeni so skupina strukturno podobnih, lipofilnih molekul, ki jih uvrščamo 
med spolne steroidne hormone, za katere je značilno, da je vsem prekurzor holesterol 
(Report on carcinogens, 14
th
 ed., 2016) in so bolj ali manj hidrofobni, slabo hlapljivi in 
šibko alkalni (Adeel in sod., 2017).  
 
 
Slika 1: Skeletne formule treh naravnih steroidnih estrogenov (pripravljeno po Wikimedia Commons, 
2018b, c, d). 
 
Kot je razvidno iz slike 1 in slike 2, imajo molekule estrogenov tetraciklično zgradbo. 
Sestavljene so iz ene fenolne skupine, dveh cikloheksalnih obročev in enega 
ciklopentalnega obroča, med seboj pa se razlikujejo po konfiguraciji na pozicijah 16. in 
17. oglikovega atoma obroča D. Mednje štejemo: estron (E1), estradiol (E2) in estriol 
(E3) (slika 1), ki so sicer najbolj poznani kot primarni spolni hormoni pri samicah 
vretenčarjev, vendar se pojavljajo tudi pri samcih. Tako kot vsi steroidni hormoni imajo 
pomembno vlogo v mnogih procesih razvoja organizma in tudi pri vzdrževanju 
homeostaze. Specifično, estrogeni pri ženskah učinkujejo na razvoj sekundarnih spolnih 
znakov, regulacijo nosečnosti in menstrualnega cikla, pri moških pa sodelujejo pri 
razvoju spermijev (Report on carcinogens, 14
th
 ed., 2016). 
 
Na celičnem nivoju vplivajo na celično delitev ter na sintezo in sekrecijo specifičnih 
proteinov in učinkujejo preko jedrnih estrogenih receptorjev ERα in ERβ, ki so prisotni 
pri obeh spolih tako v reproduktivnih kot nereproduktivnih tkivih (npr. za slednje: 
ščitnica, krvožilje, kosti, možgani), iz česar izhaja, da imajo estrogeni potencialno širok 
spekter učinkovanja (Couse in Korach, 1999 cit. po Markey in sod., 2002). Vezava 
liganda na receptor povzroči konformacijske spremembe slednjega. Te spremembe 
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omogočijo prehod kompleksa ligand-recetor v jedro in njegovo vezavo na DNK, kar 
posledično sproži transkripcijo določenih regij genoma (Gould in sod., 1998).  
 
Nekatere naravne in sintetične estrogene uporabljamo kot farmacevtska sredstva za 
proizvodnjo kontracepcijskih sredstev in pri nekaterih oblikah hormonskih terapij. Med 
MES jih prištevamo, ker lahko vplivajo na izražanje genov in delovanje endokrinih 
sistemov mnogih organizmov in s tem povzročijo motnje v delovanju njihovih 
fizioloških procesov (Laurenson in sod., 2014). 
 
 
2.3 BISFENOL-A IN 17α-ETINILESTRADIOL 
 
Za namen naše raziskave smo izbrali dva tipična predstavnika MES iz prej omenjenih 
značilnih skupin snovi, ki jih najdemo v odpadnih vodah, saj jih na takšen ali drugačen 
način uporablja velik del populacije: 17α-etinilestradiol (EE2), iz skupine estrogenov in 
bisfenol-A (BPA), iz skupine fenolov (Jobling in Owen, 2013; Gies in Soto, 2013). 
BPA se množično uporablja za proizvodnjo plastik in raznih potrošniških produktov. V 
svoji prosti obliki deluje kot agonist estrogenskih receptorjev ali antagonistično kot 
selektivni modulator estrogenskih receptorjev in je zmožen učinkovati tudi na druge tipe 
receptorjev (npr. kot antagonist androgenih receptorjev). EE2 je sintetičen estrogen, ki 
se uporablja pri proizvodnji kontracepcijskih tabletk in je agonist estrogenskih 
receptorjev (Kassotis in sod., 2015). Sicer lahko v vodnih okoljih najdemo še več snovi, 
ki doprinašajo k hormonski aktivnosti v njej (Kassotis in sod., 2015), vendar se v nalogi 
v le-te ne bomo poglabljali. 
 
Ker obstaja možnost, da MES v mešanicah učinkujejo drugače kot posamezno, smo se 
odločili, da bomo proučevali tudi učinke mešanic izbranih snovi. 
 
 
2.3.1 17α-etinilestradiol 
 
17α-etinilestradiol (19-nor-17α-pregna-1,3,5(10)-trien-20-yne-3,17-diol, C20H24O2), 
okrajšano EE2 (slika 2), je sintetičen steroidni estrogen z nizko molekulsko maso (296 
Da), ki je derivat naravnega estrogena estradiola (E2). Pri sobni temperaturi je bel ali 
rumenkasto-bel kristalni prah brez vonja (Ethinyl Estradiol - PubChem, 2018). Zaradi 
nepolarnosti in hidrofobne narave molekule (log KOW = 3,67) je v primerjavi z ostalimi 
estrogeni v destilirani vodi in temperaturi 25,0 ± 0,5 °C najmanj topen predstavnik 
estrogenov (9,20 ± 0,09 mg/L) (Shareef in sod., 2006). Kljub temu, da je po molekularni 
strukturi podoben estradiolu, ki se hitro presnavlja v druge estrogene (E1 in E3), 
konjugira ali oksidira, je EE2 odpornejši na biološko razgradnjo in estrogensko bolj 
potenten (Dickson in Eisenfeld, 1981; Jobling in Owen, 2013; Aris in sod., 2014). To 
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gre pripisati dodani etinilni skupini na  17. oglikovem atomu v D-obroču molekule 
(Ying in sod., 2008).  
 
EE2 učinkuje enako kot naravni estrogeni. Vpliva na regulacijo genske ekspresije preko 
jedrnih estrogenskih receptorjev. Zaradi svoje lipofilnosti lahko neovirano prehaja skozi 
celično membrano in se veže na estrogenske receptorje. Ti se nato translocirajo v jedro, 
kjer preko interakcije s specifičnimi nukleotidnimi sekvencami uravnavajo transkripcijo 
hormonsko odvisnih genov, odziv pa je specifičen glede na tkivo (Evans, 1988 cit. po 
Ethinyl Estradiol - InChem, 2018). Za začetek translokacije jedrnih ER potrebujemo 
približno 100-krat več estradiola kot EE2 (Dickson in Eisenfeld, 1981), sama afiniteta 
ER za vezavo EE2 je pri ljudeh za enkrat do dvakrat višja kot za estradiol, pri nekaterih 
vrstah rib pa tudi za do petkrat višja (Aris in sod., 2014).  
 
Kombiniran z raznimi progestini predstavlja estrogenski del mnogih t.i. kombiniranih 
kontracepcijskih tabletk (Stanczyk in sod., 2013). Razlog za to sta prej omenjena 
stabilnost (Aris in sod., 2014) in do 100-krat višja učinkovitost v primerjavi z 
estradiolom (Dickson in Eisenfeld, 1981). Večina vrst modernih kontracepcijskih 
tabletk vsebuje med 20 in 35 μg EE2/tabletko (Zhang in sod., 2007). Več kot 100 
milijonov žensk jih uporablja redno (Jobling in Owen, 2013), vendar se EE2 ne 
uporablja le v ta namen. V manjši meri se uporablja še za zdravljenje menopavzalnih in 
postmenopavzalnih simptomov, ženskega hipogonadizma ter pri zdravljenju malignih 
neoplazij prsi in prostate (Ethinyl Estradiol - InChem, 2018; Report on carcinogens, 14
th
 
ed., 2016). Snov se producira v razmeroma nizkih količinah, ki v zadnjih nekaj letih v 
ZDA zmerno upadajo, pri čemer je zgovoren podatek, da se letno proda »le« okoli 100 
kg zdravil, ki vsebujejo EE2 (Laurenson in sod., 2014).  
 
 
Slika 2: Skeletna formula molekule EE2 (Wikimedia Commons, 2018e). 
 
 
2.3.2 Bisfenol-A 
 
Bisfenol-A (2,2-bis(4-hidroksifenil)propan; C15H16O2), s kratico BPA, je organska snov 
z nizko molekulsko maso (228 Da), ki je sestavljena iz dveh benzenov s po eno 
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hidroksidno skupino in dvema metilnima skupinama (Bisphenol A - PubChem, 2018) 
(slika 3) in ga zaradi njegovega estrogenskega delovanja kategoriziramo kot 
ksenoestrogen (Steinmetz in sod., 1998). V normalnih pogojih je to bel prah, ki ima 
fenolni vonj in ga dobimo s kondenzacijo fenola in acetona in je topen v alkalnih 
raztopinah, alkoholu in acetonu (Luttrell in Baird, 2014). Pri temperaturi 25,0 ± 0,5 °C 
ima visoko topnost v destilirani vodi (300 ± 5 mg/L) (Shareef in sod., 2006), je 
biorazgradljiv (Kidd in sod., 2013), njegov log KOW pa znaša 3,32 (Bisphenol A - 
PubChem, 2018). Kot prvi ga je leta 1891 sintetiziral in opisal ruski kemik Aleksander 
Dianin (Fiege in sod., 2011), danes pa sodi med snovi z največjo proizvodnjo na svetu 
(Vandenberg in sod., 2010).  
 
Večinoma ga uporabljamo kot monomer pri proizvodnji polikarbonatnih plastik (65 %) 
in epoksi smol (30 %), v manjšem obsegu pa še za proizvodnjo zaviralcev gorenja, 
poliakrilatov, polietermidne plastike, poliesterske smole in termoreaktivnega papirja 
(Porras in sod., 2014; Grand View Research, 2015; PlasticsEurope, 2018a). V tridesetih 
letih prejšnjega stoletja so BPA razvijali kot sintetičen estrogen, vendar so, zaradi 
odkritja dietilstilbestrola (DES), raziskave opustili (Rubin, 2011). Ta je estrogensko bolj 
potenten (Rubin, 2011) in se je, zanimivo, izkazal za izjemno škodljivega za razvijajoč 
zarodek (Patisaul in Adewale, 2009). 
 
 
Slika 3: Skeletna formula molekule BPA (Wikimedia Commons, 2018a). 
 
BPA je industrijsko najuspešnejši bisfenol (Serini, 2011), katerega produkcija se, zaradi 
čedalje večjega povpraševanja po plastiki, strmo povečuje (Huang in sod., 2012). 
Njegova proizvodnja je leta 2006 znašala okoli 3,8 milijona ton, leta 2011 4,4 milijona 
ton, za leto 2015 pa je predviden produkcijski volumen znašal že 5,4 milijona ton (pri 
80 % produkcijski kapaciteti) (Jiao in sod., 2008 cit. po Huang in sod., 2012; Merchant 
Research & Consulting, 2014; PRWeb, 2015). Azijsko-pacifiško območje je največji 
producent in porabnik BPA in sicer z okoli 55 % deležem obojega. V Evropi se 
producira okoli četrtino vsega BPA, v Severni Ameriki pa okoli petina (Merchant 
Research & Consulting, 2014). V Aziji po deležu svetovne proizvodnje prednjačita 
Tajvan (13,1 %) in Japonska (13 %), v Evropi pa Nemčija (9,7 %) in Nizozemska (8,7 
%) (Jiao in sod., 2008 cit. po Huang in sod. 2012). Za proizvodnjo epoksi smol so ga 
začeli uporabljati okoli leta 1945, za polikarbonatne plastike pa v petdesetih letih 
prejšnjega stoletja (Fiege in sod., 2011). 
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Polikarbonatne plastike lahko dobimo tudi iz drugih bisfenolov, vendar je, zaradi njenih 
lastnosti, najbolj uporabna tista, proizvedena iz BPA. Polikarbonatna plastika iz BPA je 
prosojna, zelo trpežna, ima visoko točko temperaturne deformacije in je kompatibilna z 
mnogimi drugimi polimeri. Plastika je tudi netopna v vodi in alkoholu. Dobimo jo lahko 
z medploskovno polikondenzacijo BPA in karbonilklorida (fosgena) ali s transestrifika-
cijo BPA z difenil-karbonatom (Serini, 2011). Polikarbonatne plastike uporabljamo pri 
proizvodnji vsakdanje elektronike, v gradbeništvu, v avtomobilski industriji in pri 
proizvodnji raznega drugega potrošniškega, embalažnega ter specialističnega materiala 
(PlasticsEurope, 2018b) (tudi embalaže, ki prihaja v stik s hrano in pijačo (Ćwiek-
Ludwicka, 2015)). Izdelke prepoznamo po reciklažni kodi 07 v trikotniku iz puščic ali 
označbo PC (Gies in Soto, 2013). 
 
Ker so dobro adhezivne in odporne na korozijo, uporabljamo epoksi smole predvsem za 
proizvodnjo različnih tipov zaščitnih prevlek in namazov. Pridobivamo jih kot produkt 
kondenzacije BPA in epiklorohidrina. Od njunega razmerja so odvisne fizikalno-
kemične lastnosti smole, ter razmerje med vsebnostjo epoksi in hidroksilnih 
funkcionalnih skupin v dobljenem produktu (Funke in sod., 2011). Epoksi smole 
uporabljamo v zaščitnih prevlekah in nanosih v gradbeništvu, elektronski, avtomobilski 
in pomorski industriji, ter v zobozdravstvu. Pomembno področje uporabe je tudi 
prehranska industrija, kjer jih uporabljajo kot prevleke na notranjih stenah konzerv in 
posod za hrano (PlasticsEurope, 2018c).  
 
Bisfenol-A lahko na organizme vpliva na mnogotere načine. Lahko učinkuje na celično 
signalizacijo, povzroči genetske in epigenetske spremembe, okvare mitohondrijev, 
povečuje oksidativni stres in nenazadnje tudi izzove motnje v delovanju endokrinega 
sistema (Rezg in sod., 2014).  
 
Kot že navedeno, se lahko BPA veže na jedrne ER, prav tako se lahko veže še na 
membranske ER in na z G-proteinom-sklopljen receptor 30 (GPR30) (Rezg in sod., 
2014). BPA deluje na estrogenski receptor ERα in sproži zase specifične 
konformacijske spremembe receptorja, ki nato tudi aktivira specifične gene. Tako 
povzroči biološke odzive, različne od tistih, ki jih povzročijo drugi ligandi tega 
receptorja (Gould in sod., 1998). Gould in sod. (1998) povzemajo, da BPA ni le šibak 
oponašalec estrogenov in navajajo, da se je BPA in vitro izkazal tudi kot kompetitor 
estradiola (E2) za vezavo na ERα in je sposoben inducirati aktivacijo progesteronskega 
receptorja. Laboratorijski poizkusi z izvornimi celicami nakazujejo še na razvojno 
nevrotoksičnost BPA (Yin in sod., 2015), vendar se pri teh raziskavah še ni izkazalo 
soglasje glede postopkov (Li in sod., 2015). Posledice njegovega učinkovanja se lahko 
kažejo na reproduktivnem potencialu samic preko morfoloških ali funkcionalnih 
sprememb reproduktivnih organov in razmnoževalnega cikla (Ziv-Gal in Flaws, 2016). 
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2.3.3 EE2 in BPA v okolju 
 
Snovi v okolju niso razporejene enakomerno, zaradi česar so jim različni organizmi tudi 
različno izpostavljeni. Bhandari in sod. (2015) povzemajo, da je tako EE2 kot tudi BPA 
mogoče najti predvsem v površinskih vodah, in sicer zaradi neposrednega stika teh 
okolij z viri onesnaževanja. Obe snovi najdemo tudi v talnih vodah, vendar v nižjih 
koncentracijah kot v povšrinskih, saj vanje vstopajo manj direktno – npr. preko izcednih 
voda odlagališč odpadkov, septičnih tankov, komunalnih odpadnih voda. Po drugi strani 
so MES v talnih okoljih podvrženi nižji stopnji razgradnje in se zato v njih laže 
akumulirajo (Bhandari in sod., 2015). 
 
 
2.3.4 Razgradnja EE2 in BPA 
 
Razgradnja BPA in EE2 poteka na zelo različne načine. Razgradnja BPA je hitra in 
učinkovita (Kidd in sod., 2013), razgradnja EE2 pa počasnejša, kar je, kot že omenjeno, 
posledica etilne skupine na 17-C atomu molekule. Zaradi slednje je celo počasnejša od 
razgradnje drugih estrogenov (Stumpe in Marschner, 2009; Li in sod., 2013).  
 
Hitrost in učinkovitost razgradnje EE2 in BPA sta predvsem odvisni od redoks-
potenciala okolja (torej od prisotnosti kisika) ter mikrobne združbe in hranil, ki se 
nahajajo v njem. V anaerobnem in/ali sterilnem okolju poteka njuna razgradnja v zelo 
omejenem obsegu ali pa sploh ne. Iz tega je mogoče sklepati, da lahko v takšnih okoljih 
(kot je na primer podtalnica) postaneta problematična. Ob prisotnosti kisika in 
mikroorganizmov se obe snovi razgrajujeta veliko hitreje. V teh okoliščinah merimo 
njune razpolovne dobe v dneh ali celo urah (Ying in sod., 2003; Ying in Kookana, 
2005; Ying in sod., 2008). Prisotnost hranil ima različne vplive na njuno razgradnjo – 
prisotnost glukoze zavira biorazgradnjo BPA, medtem ko jo pri EE2 spodbuja (Ying in 
sod., 2008). To je posledica različnih potreb mikrobnih združb, ki ju razgrajujejo. EE2 v 
glavnem razgrajujejo glive (Stumpe in Marschner, 2009), BPA pa bakterije (Zhang in 
sod., 2013). Glavni produkt biološke razgradnje EE2 je estradiol (E2), produkt biološke 
razgradnje BPA pa je odvisen od vrste bakterije in metabolne poti, skozi katero gre. 
Produkti obojih so seveda podvrženi še nadaljnjim biotransformacijskim procesom 
(Careghini in sod., 2015; Adeel in sod., 2017). 
 
Na razpad izbranih MES ima vpliv tudi svetloba v UV spektru (Rosenfeldt in Linden, 
2004). Molekule EE2 so pod UV-svetlobo zelo neobstojne - njihova razpolovna doba 
znaša, odvisno od intenzitete svetlobe, manj kot en dan (Zuo in sod., 2013). Za 
razgradnjo BPA je značilna neučinkovita fotoliza v čisti vodi (< 6 %) ter hitra in 
učinkovita razgradnja v raztopinah z dodanimi humusnimi substancami (Zhan in sod., 
2006). 
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2.3.5 EE2 in BPA v površinskih in talnih vodah 
 
Bhandari in sod. (2015) povzemajo študije, po katerih se BPA nahaja v 41 % 
površinskih voda v ZDA in v 34 % v Evropi, pri talnih vodah pa so te številke skoraj 
obratne (30 in 40 %). Za mediano koncentracijo BPA v površinskih vodah so določili 
vrednost med 3 in 30 ng/L, pri čemer opozarjajo, da obstajajo velika razhajanja glede na 
mesto merjenja - ob industrijskih območjih so lahko te koncentracije veliko višje, in 
sicer med 1 in 28 µg/L. Za talne vode navajajo nižje koncentracije - med 0 in 20 ng/L, 
vendar so lahko vrednosti tudi v tem primeru, odvisno od mesta merjenja, veliko višje. 
Navajajo do 10-krat višje koncentracije ob mestih onesnaževanja z odpadnimi vodami 
in tudi do 200-krat višjo ob odlagališčih usedlin iz čistilnih naprav. 
 
Iz povzetka Bhandari in sod. (2015) ugotovimo tudi, da študije EE2 v površinskih 
vodah navajajo mediane koncentracije med 0,2 in 1,5 ng/L, vendar izpostavljajo, da so 
bile koncentracije pod pragom zaznave, nastavljenim pri 1 ng/L. Nadalje povzemajo, da 
je bil EE2 zaznan v le 15 % površinskih vodotokov v ZDA, ob študiji v Nemčiji, kjer so 
prag zaznave spustili na 0,05 ng/L, pa so ga odkrili v kar 40 % vodotokov, medtem ko 
je bil v Avstriji zaznan v le 1 %, ob pragu zaznave, ki je znašal 0,1 ng/L. Povzemajo še 
dejstvo, da pri študijah EE2 niso zaznali v talnih vodah in sklepajo, da je to verjetno 
posledica previsokega praga zaznave. 
 
 
2.3.6 Mobilnost in sorpcija EE2 in BPA v prsti in sedimentu 
 
Zaradi različnih mobilnosti molekul se EE2 in BPA različno sorbirata na delce v prsti in 
sedimentu (Ying in sod., 2003; Li in sod., 2013). Iz študij, ki so jih izvedli Ying in sod. 
(2003) ter Ying in Kookana (2005), lahko sklepamo, da je porazdelitveni koeficient 
(KOC) za EE2 v povprečju za okoli 5,9-krat višji kot za BPA (povprečje za različne vrste 
prsti: KOC(EE2)=5433, KOC(BPA)=962; povprečje za sedimente: KOC(EE2)=4840, KOC(BPA)= 
778), vendar obstajajo velika razhajanja med absolutnimi vrednostmi, ki so zopet 
odvisna od mnogih faktorjev, kot so na primer sam tip prsti, prisotnost kisika, mikrobna 
združba, mobilnost molekul, ipd. Molekule BPA so zaradi svoje velikosti, molekulske 
mase in zgradbe zelo mobilne in se težje vežejo na delce kot molekule EE2 (do okoli 90 
%). Za slednje je značilno, da se v dobršni meri resorbirajo v vodni medij (Ying in sod., 
2003; Ying in Kookana, 2005; Stumpe in Marschner, 2009; Li in sod., 2013). To je 
pomembno, saj se lahko snovi, razstopljene v intersticijski vodi, prosto absorbirajo v 
organizme preko njihovih telesnih ali respiratornih površin, biološka razpoložljivost 
snovi, vezanih na delce prsti in sedimenta, pa je slabo raziskana in razumljena (Walker 
in sod., 2012). 
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2.5 STRUPENOSTNI TESTI 
 
Walker in sod. (2012) povzemajo, da je zaradi čedalje večje količine okoljskih onesnažil 
postalo nujno razviti metode za testiranje njihovih bioloških učinkov, pri čemer je 
ključnega pomena razumevanje škodljivih učinkov snovi glede na njihovo 
koncentracijo. Nadalje razlagajo, da pri testih strupenosti najpogosteje opazujemo 
smrtnost, čedalje pogosteje pa tudi biokemijske, fiziološke, reproduktivne in vedenjske 
učinke in da za namene teh testov najpogosteje uporabljamo alge, deževnike, skakače 
(Collembola), čebele, vodne bolhe, ribe in ptice. Nabor vrst, ki se uporabljajo za 
strupenostne teste, je zelo širok, stalno pa se razvija nove testne metode. Zaradi raznih 
omejitev v praksi, ni mogoče izvajati testov za več kot le nekaj snovi naenkrat. Zato so 
testi najpogosteje konceptirani tako, da se z njimi testira le posamezne snovi (Walker in 
sod., 2012).  
 
Walker in sod. (2012) v svojem delu razlagajo, da se uporabljajo enkratni oralni ali 
topikalni odmerki, v nekaterih primerih pa se snovi injicirajo v tkiva ali telesne 
tekočine, kadar teste izvajamo na kopenskih organizmih. Razlagajo, da za bolj 
kontinuirane teste organizme izpostavimo snovem s hrano, preko zraka ali prsti (če so 
organizmi talni). Značilnost testov na vodnih organizmih pa je ta, da organizme 
ponavadi za dlje časa izpostavimo neki stalni koncentraciji snovi, saj je neposredna 
absorpcija preko telesnih ali dihalnih površin najpogostejši način prehoda snovi iz 
okolja v telo vodnega organizma. Vendar opozarjajo, da tu ne gre zanemariti 
potencialne absorpcije preko hrane ali drugih virov (Walker in sod., 2012). 
 
Walker in sod. (2012) tudi povzemajo, da so rezultati toksikoloških testov odvisni od 
pogojev, v katerih so bili pridobljeni, pri čemer igrajo pomembno vlogo razni dejavniki, 
vse od formulacije snovi, načina odmerjanja, vlage, prehranjevanja, zdravstvenega 
stanja testnih organizmov, ipd. Ob tem poudarjajo, da je pridobljene rezultate težko 
prevesti v potencialne učinke na druge vrste, združbe in pogosto celo tudi na organizme 
iste vrste. To je posledica kompleksnosti biokemijskih in fizioloških procesov, zaradi 
tega pa je težko oceniti njihovo relevanco v ekosistemih. Kot opisujejo naprej, se kljub 
temu za strupenostne teste iz praktičnih razlogov uporablja le razmeroma majhen nabor 
vrst in še redkeje tiste, ki so na terenu dejansko neposredno ogrožene. Sicer pa 
poudarjajo, da je v nekaterih primerih mogoče korelirati toksične učinke določene snovi 
na vretenčarje in nevretenčarje - npr.: toksični učinki pri vodnih bolhah se včasih kažejo 
tudi na ribah. To razložijo s tem, da v takšnih primerih sodimo, da je korelacija 
posledica podobnega načina učinkovanja na obe skupini organizmov (Walker in sod., 
2012). Za večino toksikoloških testov se uporablja nevretenčarje. Ti predstavljajo 95 % 
vseh opisanih živalskih vrst in so ključnega pomena za zdravje vseh ekosistemov 
(Endocrine Function in Aquatic Invertebrates and Evidence for Disruption by 
Environmental Pollutants, 1999). 
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2.6 TESTNI ORGANIZMI IZ SKUPINE RAKOV (CRUSTACEA) 
 
Kot že omenjeno, pri mnogih stupenostnih testih uporabljamo predstavnike skupine 
rakov (Crustacea). Predniki te skupine so se prvič pojavili pred približno pol milijarde 
let in so šli skozi proces radialne speciacije v mnoge vrste. Danes poznamo okoli 66000 
vrst, med katerimi prevladujejo vodne vrste, nekaj je amfibijskih, peščica pa izključno 
terestričnih in zasedajo pomembne vloge v ekosistemih in v prehrani človeka (LeBlanc, 
2007). 
 
Manjše vrste (npr. predstavniki škrgonožcev (Branchiopoda)) in larve večjih vrst rakov 
(npr. Malacostraca) so sestavni del zooplanktona in eden izmed ključnih členov v 
mnogih prehranjevalnih spletih. Zaradi raznolikosti skupine in habitatov, ki jih 
poseljujejo, je za rake značilen širok nabor strategij za zaznavanje okoljskih signalov in 
posledično tudi fizioloških odzivov nanje (LeBlanc, 2007). Mnoge fiziološke procese 
rakov uravnavajo nevrohormoni, večina katerih je peptidnih. Ti procesi so: presnova 
lipidov, ionsko ravnovesje, levenje, rast, regeneracija, prebava, srčna aktivnost in 
reprodukcija (Brennan in sod., 2006). 
 
Treba je izpostaviti, da ključni hormoni rakov niso peptidni hormoni, ampak 
ekdisteroidi in analogi žuželčjih juvenilnh hormonov. Ti so ključni pri procesih, ki so 
lahko verjetno tudi bolj dojemljivi za motnje na receptorjih. Motnje teh signalnih poti se 
lahko odražajo na procesih, ki so pomembni za preživetje osebkov in tako tudi za 
obstanek populacij (reprodukcija, levenje, prehranjevanje in samo vedenje osebkov) 
(Endocrine Function in Aquatic Invertebrates and Evidence for Disruption by 
Environmental Pollutants, 1999; Brennan in sod., 2006; LeBlanc, 2007). 
 
 
2.6.1 Vodne bolhe vrste Daphnia magna 
 
Za testni organizem smo izbrali vodno bolho Daphnia magna (Crustacea, Cladocera), 
ker se redno uporablja pri okoljskih toksikoloških testih. Razlogi za to so, da vse 
življenje preživijo v vodnem okolju, se hitro razmnožujejo, imajo kratko življenjsko 
dobo, so enostavni za oskrbo in ker so občutljivi na mnoge kemikalije (Tatarazako in 
Oda, 2007). Giraudo in sod. (2017) povzemajo, da so že v 70-ih letih prejšnjega stoletja 
opisali učinke okoljskih onesnažil na levitev rakov. Povzemajo, da so od takrat dalje pri 
Daphnia magna ugotovili inhibitorne učinke na levitev s strani raznih farmacevtskih 
sredstev, pesticidov, polibromiranih difenilnih estrov, polikloriranih bifenolov in ekso-
estrogenov. 
 
Rod Daphnia, ki ga poznamo pod poljudnim imenom vodne bolhe, predstavlja skupino 
filtrirajočih planktonskih rakcev, ki se pojavljajo skoraj v vseh stoječih vodah. Da se jih 
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prepoznati po velikem sestavljenem očesu in dveh parih močno razvejanih anten, ki jih 
uporabljajo za gibanje (slika 4). Telo je veliko do maksimalno 5 mm, toraks in abdomen 
pa sta zaščitena s prosojnim dvoloputastim karapaksom, skozi katerega je mogoče videti 
več parov torakopodov s ščetinami. Žival s premikanjem torakopodov ustvarja tok, s 
katerim usmeri hrano proti ustni odprtini. Hrano zanje predstavljajo razne praživali, 
alge, bakterije in organski dentrit (Berge, 1978; Tatarazako in Oda, 2007). Tako kot pri 
večini ostalih rakov, predstavlja levitev zanje pomemben fiziološki proces, saj lahko 
zrastejo le v nekaj minutnem obdobju po levitvi, nakar se njihov eksoskelet spet strdi 
(Pennak, 1989 cit. po Brennan, 2006). 
 
V vodnih prehranjevalnih spletih zasedajo vodne bolhe važno mesto, saj predstavljajo 
tako rekoč vez med primarno in sekundarno produkcijo v teh okoljih. Zaradi visoke 
abundance in stopnje prehrane s fitoplanktonom igrajo pomembno vlogo pri 
vzdrževanju kvalitete voda, poleg tega pa so pomemben del prehrane rib in drugih 
predatorjev (LeBlanc, 2007; Martin-Creuzburg in sod., 2007; Tatarazako in Oda, 2007). 
 
 
Slika 4: Odrasel osebek vodne bolhe na zadnji (21.) dan kroničnih testov (foto: Rožle Kaučič). Dobro so 
vidna značilno sestavljeno oko, dva para močno razvejanih anten, prebavni trakt (ki je zelen zaradi 
prehrane z algami), škrge na trebušni strani (levo od prebavnega trakta) in valilnica z jajci na hrbtni strani 
osebka (desno od prebavnega trakta). 
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Tako kot ostali škrgonožci so tudi vodne bolhe ciklični partenogeni, kar pomeni, da se 
poslužujejo tako spolnega kot nespolnega razmnoževanja (LeBlanc, 2007). Če so 
razmere v okolju primerne in stanovitne, so populacije sestavljene skoraj izključno iz 
samic, ki proizvajajo genetsko identične potomke, kar jim omogoča hitro 
razmnoževanje in širjenje. Kadar se začnejo razmere spreminjati, je to signal, ki pri 
samicah v poznem obdobju razvoja oocit povzroči povišano stopnjo hormona metil-
farnezoata, analoga žuželčjega juvenilnega hormona, kar privede do produkcije 
potomcev moškega spola in spremembe načina razmnoževanja iz nespolnega v spolno. 
Pri spolnem razmnoževanju se producirajo zelo trpežna debelolupinska jajčeca – efipiji. 
Pogoji, ki botrujejo tem spremembam načina razmnoževanja, so med drugim 
sprememba v dolžini dneva, pomanjkanje hrane in povečanje populacijske gostote 
(LeBlanc, 2007; Tatarazako in Oda, 2007). Pod normalnimi laboratorijskimi pogoji 
samice odrastejo med 6. in 8. dnem in živijo do 8 tednov. V enem reprodukcijskem 
ciklu (instar) imajo med 6 in 50 mladih, dolžina instarjev pa med 7. in 22. dnem starosti 
variira med 2 in 3 dnevi (Berge, 1978). Ob koncu vsakega instarja se samica levi, pri 
čemer juvenilni osebki zapustijo valilnico, vanj pa se iz ovarijev sprostijo nova jajčeca 
(Martin-Creuzburg in sod., 2007). 
 
 
2.6.1.1 Pregled endokrinega sistema vodnih bolh 
 
LeBlanc (2007) povzema, da endokrini sistem vodnih bolh še ni v celoti raziskan, a 
opozarja, da so kljub temu znani pomembni aspekti njegovega delovanja in tudi 
delovanja endokrinih sistemov drugih rakov in členonožcev. Pomembni hormoni pri 
razvoju rakov so peptidni hormoni iz družine hiperglikemičnih hormonov rakov, 
ekdisteroidi in terpenoidi. Slednji dve skupini igrata ključne vloge pri procesih, 
povezanih z uravnavanjem razvoja, rasti in razmnoževanja (LeBlanc, 2007). 
 
Peptidni hormoni sodelujejo pri regulaciji fizioloških procesov pri vseh rakih in so 
vmesniki med nevrološkim signaliziranjem in končnim hormonalnim signaliziranjem. 
Peptidne hormone izločajo tkiva kot odziv na nevrološko stimulacijo, cirkulatorni 
sistem pa jih prenese na ciljna mesta znotraj organizma, kjer izzovejo intracelularno 
transdukcijo signala (LeBlanc, 2007). Med peptidne hormone štejemo družino 
hiperglikemičnih hormonov rakov (ang. crustacean hyperglycemic hormone family). Ta 
zajema hormone, ki jih producira X-organ in so si po sekvencah med seboj zelo 
podobni, shranjujejo pa se v sinusni žlezi. Ti hormoni sodelujejo pri regulaciji širokega 
spektra fizioloških procesov (med njimi tudi metabolizma oglikovih hidratov), do 
njihovega izločanja pa pride ob nevrotransmiterski stimulaciji, ki jo povzročijo zunanji 
ali notranji dražljaji. Družina je sestavljena iz dveh podskupin: podskupina 1 zajema 
hiperglikemični hormon rakov (ang. crustacean hyperglycemic hormone), ki sodeluje 
pri kontroli metabolizma oglikovih hidratov, podskupina 2 pa negativne regulatorje 
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raznih fizioloških procesov, ki so ključni za razvoj organizma in ne sodelujejo pri 
hiperglikemičnih aktivnostih. Hormoni te podskupine so: 1) hormon inhibitor levitve 
(ang. molt-inhibiting hormone), ki izvaja negativno regulacijo sinteze ekdisteroidov in 
je posrednik med nevrološkim signaliziranjem in steroidno kontrolo procesov levitve in 
razvoja embrija; 2) inhibitorni hormon mandibularnega organa (ang. mandubular organ 
inhibiting hormone), ki negativno regulira sekrecijo metil-farnezoata iz mandibularnega 
organa in druge sorodne regulatorne procese in 3) hormon inhibitor gonad / hormon 
inhibitor vitelogenina (ang. gonad-inhibiting hormone / vitellogenin-inhibiting 
hormone), ki inhibira sintenzo vitelogenina ali negativno regulira razvoj gonad tako, da 
inhibira prenos vitelogenina v oocite  (LeBlanc, 2007; Webster in sod., 2012). 
 
Ekdisteroidi so signalne molekule, ki jih pri deseteronožcih producira Y-organ, za 
vodne bolhe pa še ni znano, kje se producirajo. Zanje je značilna vloga pri procesu 
levitve in jih najdemo pri vseh skupinah členonožcev. Najbolj prominentna 
predstavnika te skupine sta ekdizon in 20-hidroksiekdizon, ki regulirata ekspresijo t.i. 
genov halloween. Ekdisteroidi so podvrženi negativni regulatorni kontroli hormona 
inhibitorja levitve. Ta v medlevitvenem obdobju vzdržuje nizko cirkulatorno raven 
ekdisteroidov, nakar tik pred levitvijo (42-36 ur) njegova količina pade, količina 
ekdisteroidov pa strmo naraste. Le-ta spet strmo upade proti bazalni ravni in pride do 
levitve - organizem odvrže staro kutikulo, nova pa se začne strjevati. V vmesnem 
obdobju organizem zraste, pri odraslih samicah pa pride še do ovulacije (LeBlanc, 2007; 
Martin-Creuzburg in sod., 2007; Sumiya in sod., 2014).  
 
Ekdisteroidi imajo pomembno funkcijo pri embrionalnem razvoju, rasti in reprodukciji. 
Pri tvorbi jajčec se samičini ekdisteroidi akumulirajo v jajčnikih in prenesejo v jajčeca, 
kjer sodelujejo pri zgodnjem embrionalnem razvoju, dokler jih embrio ni sposoben 
samostojno sintetizirati (LeBlanc, 2007; Martin-Creuzburg in sod., 2007). Zaradi vloge, 
ki jo igrajo ekdisteroidi pri fizioloških procesih rakov, so lahko posledice motnje te poti 
endokrinega signaliziranja zelo škodljive za njihove populacije. Snovi, ki povzročajo 
takšne motnje, lahko delujejo kot inhibitorji sinteze ekdisteroidov ali pa kot antagonisti 
ekdisteroidnega receptorja. Mnoge izmed teh snovi so pri vretenčarjih agonisti 
estrogenskega receptorja (LeBlanc, 2007). 
 
Pomemben hormon rakov je metil-farnezoat, terpenoid, soroden juvenilnemu hormonu 
žuželk. Metil-farnezoat je neekspoksidirana oblika žuželčjega juvenilnega hormona III 
in opravlja mnogo sorodnih regulatornih funkcij. Pri deseteronožcih na primer stimulira 
razvoj gonad in vpliva na reproduktivno vedenje samic in samcev, pri vitičnjakih in 
kozicah igra vlogo pri metamorfozi, pri sladkovodnih rakih sodeluje pri razvoju 
reproduktivnih morfotipov, pri nekaterih rodovih vodnih bolh pa opravlja funkcijo 
določevanja spola. Imel naj bi tudi funkcijo pozitivnega regulatorja izločanja 
ekdisteroidov, v nekaterih primerih pa naj bi izražal tudi anti-ekdisteroidne lastnosti. 
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Snovi, ki delujejo kot agonisti metil-farnezoata, so redke in se uporabljajo predvsem kot 
insekticidi, ki regulirajo rast žuželk škodljivcev. Receptor in točno delovanje tega 
endokrinega sistema še nista poznani, znano pa je, da producirajo vodne bolhe, 
izpostavljene temu hormonu, potomce moškega spola (Olmstead in LeBlanc, 2002; 
LeBlanc, 2007; Toyota in sod., 2015). 
 
 
2.6.1.2 Vretenčarski steroidni spolni hormoni 
 
LeBlanc (2007) navaja, da je mnogo študij učinkov vretenčarskih spolnih steroidnih 
hormonov pokazalo učinke le-teh na rake, a zaradi uporabe visokih koncentracij 
hormonov pri teh študijah ni mogoče ločiti med resničnimi hormonalnimi učinki in 
toksičnimi učinki snovi. Povzema tudi, da povzročajo vretenčarski steroidni androgeni 
pri vodnih bolhah spremembe v razvoju embrijev – npr. testosteron lahko učinkuje na 
organizem preko vpliva na ekdisteroidne signalne poti, ne pa po androgenski signalni 
poti. Navaja še, da so učinki steroidnih estrogenov mnogoteri - pri postranicah 
učinkujejo na razvoj gonad, pri škrgonožcih znižujejo plodnost, pri maksilopodih 
inhibirajo razvoj nauplijev, pri kozicah vrečarkah pa stopnjo produkcije vitelogenina. 
Vendar avtor poudarja, da je treba biti pozoren na dejstvo, da je pri povzetih študijah 
prišlo do učinkov brez jasnih mehanističnih poti učinkovanja preko estrogenskega 
signaliziranja. Glede na to, da pri rakcih estrogenski receptorji niso poznani, lahko 
sklepamo, da ne gre za hormonsko signaliziranje, ampak za splošne toksične učinke teh 
snovi (LeBlanc 2007). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 PRIPRAVA MEDIJEV 
 
3.1.1 Priprava redčilne vode (RV) 
 
Za pripravo alg za hranjenje vodnih bolh med eksperimentom smo uporabljali redčilno 
vodo. V 10 L reagenčno steklenico smo odpipetirali spodaj navedene raztopine v 
navedenih količinah in dodali ultračisto vodo do oznake za 10 L. Vse raztopine so bile 
prav tako pripravljene z ultračisto vodo. 
 - 40 mL raztopine CaCl2 (73,52 g/L CaCl2x2H2O) 
 - 10 mL raztopine MgSO4 (123,3 g/L MgSO4x7H2O) 
 - 10 mL raztopine KCl (5,8 g/L KCl) 
 - 10 mL raztopine NaHCO3 (64,8 g/L NaHCO3) 
 
 
3.1.2 Priprava medija M4 
 
Medij M4 smo uporabljali kot medij za vzrejo vodnih bolh v akvarijih in kot osnovo za 
pripravo testnih raztopin med samim eksperimentom. Postopek priprave je večinoma 
isti kot pri pripravi redčilne vode (glej 3.1.1) - v 10 L reagenčno steklenico smo 
odpipetirali spodaj navedene raztopine v navedenih količinah in dodali ultračisto vodo 
do oznake za 10 L. 
 
- 40 mL raztopine CaCl2 (73,52 g/L CaCl2x2H2O) 
 - 10 mL raztopine MgSO4 (123,3 g/L MgSO4x7H2O) 
 - 10 mL raztopine KCl (5,8 g/L KCl) 
 - 10 mL raztopine NaHCO3 (64,8 g/L NaHCO3) 
- 1 mL kationske raztopine (v steklenico smo zatehtali: 3,65 g MnCl2x4H2O; 
3,06 g LiCl; 0,71 g RbCl; 1,52 g SrCl2x6H2O; 167,5 
mg CuCl2x2H2O; 130 mg ZnCl2 in 100 mg 
CoCl2x6H2O ter dodali ultračisto vodo do oznake 1 L) 
- 5 mL anionske raztopine (v steklenico smo zatehtali: 548 mg NaNO3; 5,72 g 
H3BO3; 32 mg NaBr; 126 mg Na2MoO4x2H2O; 6,5 
mg KI; 4,38 mg Na2SeO3 in 1,15 mg NH4VO3 ter 
dodali ultračisto vodo do oznake za 1 L) 
 -  2 mL silikatne raztopine (475 mg/L Na2SiO3) 
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- 50 mL raztopine EDTA (v steklenico smo zatehtali: 500 mg Na2EDTAx2H2O 
in 199,1 mg FeSO4x7H2O ter dodali ultračisto vodo 
do oznake 1 L) 
- 5 mL fosfatne raztopine (v steklenico smo zatehtali: 286 mg KH2PO4 in 368 
mg K2HPO4 ter dodali ultračisto vodo do oznake 1 L)  
- 1 mL vitaminske raztopine (v 1 liter ultračiste vode zatehtamo 750 mg tiamin 
hidroklorida (vitamin B1); 10 mg cianokobalamina 
(B12) in 7,5 mg biotina (B7)) 
 
 
3.1.3 Priprava medija po Jaworskem (JW) 
 
Ta medij smo uporabljali za gojenje alg, s katerimi smo hranili vodne bolhe. Pripravili 
smo ga v digestoriju ob prižganem gorilniku in s sterilnimi konicami za pipetiranje. V 
2-litrsko bučo smo odpipetirali 2 mL vsake od spodaj navedenih raztopin (v oklepajih 
so podane količine posameznih snovi na 200 mL te raztopine) in dodali ultračisto vodo 
do oznake. 
 
 - Ca(NO3)2x4H2O (4,0 g) 
 - KH2PO4 (2,48g) 
 - MgSO4x7H2O (10,0 g) 
 - NaHCO3 (3,18 g) 
 - EDTA FeNA (450 mg) + EDTA Na2 (450 mg) 
 - H3BO3 (496 mg) + MnCl2x4H2O (278 mg) + (NH4)6Mo7O24x4H2O (200 mg) 
 - Cianokobalamin (8 mg) + tiamin hidroklorid (8 mg) + biotin (8 mg) 
 - NaNO3 (16,0 g) 
 - Na2HPO4x12H2O (7,2 g) 
 
 
3.2 VZREJA VODNIH BOLH 
 
Vodne bolhe smo gojili po navodilih ECT Ökotoxikologie GmbH (Flörsheim am Main, 
Nemčija), od koder smo jih tudi dobili. Gojili smo jih v 3-litrskih akvarijih, v katere 
smo nalili okoli 2,5 L medija M4 in prenesli 20 neonatov, mlajših od 24 ur iz že 
obstoječe kulture. Da so neonatanti res mlajši od 24 ur, smo zagotovili tako, da smo 
manj kot 24 ur prej iz izhodnega akvarija pazljivo odvzeli vse odrasle osebke in akvarij 
temeljito počistili, vanj skozi sito spet prelili M4 ter pazljivo prenesli nazaj še odrasle 
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osebke, ki smo jih prej nalovili. Akvarije smo dvakrat tedensko počistili po istem 
postopku.  
Osebke smo štirikrat tedensko hranili z algami Desmodesmus subspicatus Chordat 
1926, ki smo jih dobili iz Nemčije (kultura SAG 86/81, Sammlung von Algenkulturen 
der Universität Göttingen, Göttingen), dvakrat tedensko s TetraMin
®
 (Tetra GmbH, 
Melle, Nemčija) in enkrat tedensko s suhim kvasom. Akvarije smo osvetljevali z belo 
fluorescenčno žarnico dolžine 120 cm in močjo 36 W s fotoperiodo 16 h svetlobe/8h 
teme. 
 
V poskusih smo vedno uporabljali osebke, mlajše od 24 ur, vendar vedno šele tretje ali 
kasnejše leglo na novo nastavljenega akvarija. 
 
 
3.2.1 Priprava hrane za vodne bolhe 
 
Alge (Desmodesmus subspicatus) smo vselej gojili v termostatiranem okolju, v 500 mL 
erlenmajericah, v katere smo ob prižganem gorilniku sterilno prelili 200 mL 
termostatiranega hranilnega medija po Jaworskem in s sterilnimi konicami za 
pipetiranje vanjo precepili 5 mL vzorec izhodiščne kulture alg. Alge smo 7 dni gojili na 
stresalniku (Tehnica Železniki, EV 402, Slovenija), ki jih je s periodo 15 min 
stresanja/15 min mirovanja stresal s frekvenco 125 stresljajev/min ob stalnem soju štirih 
belih fluorescenčnih žarnic dolžine 40 cm in z močjo 18 W. 
  
Izhodiščno kulturo alg smo s podtlačnim membranskim filtrom SM 16510 (Sartorius 
AG, Göttingen, Nemčija) z membrano s porami premera 1,2 µm ločili od medija po 
Jaworskem in jo na filtrirni membrani prenesli v erlenmajerico z 200 mL redčilne vode. 
To smo nato dali na magnetno mešalo C-MAG HS 7 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen im Breisgau, Nemčija) dokler se alge niso ločile od membrane. Membrano smo 
nato odstranili in s to suspenzijo alg v redčilni vodi hranili vodne bolhe. V vmesnem 
času smo suspenzijo hranili v hladilniku, pred vsako uporabo pa smo jo termostatirali. 
 
 
3.3 PRIPRAVA TESTNIH RAZTOPIN 
 
3.3.1 Priprava izhodiščne raztopine BPA 
 
Za pripravo izhodiščne raztopine BPA smo odtehtali 100 mg 96 % bisfenol-A v prahu 
(Aldrich-Sigma Co. LLC, St. Luis, ZDA / Aldrich-Sigma Chemie GmbH, Schnelldorf, 
Nemčija) in ga stresli v litrsko bučo, ki je bila do približno polovice napolnjena z 
ultračisto vodo in vsebino dali mešati z magnetnim mešalom, da se je BPA raztopil. 
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BPA smo raztapljali približno 6 ur pri temperaturi 30 °C, nato še čez noč pri sobni 
temperaturi – po potrebi tudi dlje. Ko se je BPA popolnoma raztopil, smo v bučo do 
oznake dolili ultračisto vodo in vse dobro premešali. Dejansko koncentracijo BPA v 
izhodiščni raztopini smo določili s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, ZDA). Tako dobljena koncentracija je bila 
merodajna in upoštevana pri nadaljnjem delu. 
 
Izhodiščno raztopino smo, kadar je nismo rabili, hranili v hladilni komori pri 6 °C. 
 
 
3.3.2 Priprava izhodiščne raztopine EE2 
 
Izhodiščno raztopino EE2 smo pripravili tako, da smo v plastično epico odtehtali med 1 
mg in 1,5 mg 98 % 17α-etinilestradiol (Aldrich-Sigma), dodali 1 mL čistega etanola 
(ECP d.o.o., Ljubljana, Slovenija) in pretresli. EE2 smo raztapljali v etanolu, ker se 
zaradi svoje nepolarnosti ne raztaplja v vodi. Dobljeno koncentracijo EE2 smo 
upoštevali pri pripravi testnih raztopin. 
 
Izhodiščno raztopino EE2 smo hranili v hladilniku pri 6 °C. 
 
 
3.3.3 Priprava testnih koncentracij raztopin 
 
Raztopine z izhodiščnimi koncentracijami BPA in EE2 smo redčili do željenih 
koncentracij s pomočjo sledeče formule: 
 
c1V1=c2V2          ... (1) 
 
ki smo jo preuredili v: 
 
V1= 
     
  
           ... (2) 
 
kjer nam veličina V1 pove, kakšen volumen izhodiščne raztopine potrebujemo glede na 
željen volumen končne raztopine V2, da dobimo raztopino z željeno koncentracijo c2 iz 
izhodiščne raztopine koncentracije c1. Pri EE2 smo koncentracijo izhodiščne raztopine 
postopoma zniževali, obenem pa povečevali volumen do končne koncentracije. 
 
Vse redčitve do željenih koncentracij smo pripravljali v steklene bučke en dan pred 
začetkom vsakega testa. Če to ni bilo mogoče, smo bučke dobro pretresili na stresalniku 
Vortex Genius 3 (IKA-Werke GmbH & Co. KG) in jih pustili nekaj časa mirovati. Pri 
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pripravi smo uporabljali termostatirane izhodiščne raztopine in prav tako termostatiran 
medij M4 (tudi za EE2, ki smo ga prej raztopili v etanolu). 
 
Enako smo storili pri pripravi raztopin za teste, pri katerih smo uporabljali mešanice 
različnih koncentracij BPA in EE2, le da smo za potreben volumen mešanice (V2) za 
željeni koncentraciji obeh snovi (c2) izračunali V1 za vsako posebej, jih v teh količinah 
odpipetirali v isto bučko in do oznake dolili M4.  
 
 
3.4 AKUTNI TESTI 
 
Pri akutnih testih smo juvenilne osebke, mlajše od 24 ur, za kratek čas izpostavili 
spektru koncentracij testnih raztopin, da bi ugotovili, v katerem območju koncentracij 
lahko pričakujemo učinke. 
 
3.4.1 Izvedba akutnih testov 
 
Pri izvedbi akutnih testov smo se držali standarda ISO 6341:2012. Iz akvarijev smo 
pazljivo nalovili potrebno število vodnih bolh, mlajših od 24 ur in jih, ne da bi prišle v 
stik z zrakom, porazdelili v petrijevke s testnimi koncentracijami, v katerih so se 
okopale – 20 osebkov na vsako petrijevko. S tem postopkom smo želeli zmanjšati 
možnost redčitve testiranih koncentracij v testnih petrijevkah. Nato smo jih po 10 
prestavili v testne petrijevke, pri čemer je imela vsaka koncentracija še eno paralelko. V 
vsaki petrijevki je bilo 30 mL testne raztopine, tudi v petrijevkah, v katere smo živali 
prvotno prestavili. Za vsak test smo po istem postopku pripravili tudi kontrolo in njeno 
paralelko, pri čemer smo vodne bolhe izpostavili čistemu mediju M4. Testi so potekali 
pod belo flourescenčno svetilko z močjo 36 W, dolgo 120 cm in fotoperiodo 16 ur 
svetlobe/8 ur teme. 
 
Pred definitivnimi akutnimi testi smo izvedli preliminarna testa za koncentracije BPA in 
EE2. Testirane koncentracije BPA, ki smo jih pri tem testirali, so bile: 1 mg/L, 5 mg/L, 
10 mg/L, 15 mg/L in 20 mg/L, koncentracije EE2 pa: 1 µg/L, 10 µg/L, 100 µg/L in 
1000 µg/L. Ker se je pri preliminarnih akutnih testih z BPA izkazala potreba po bolj 
natančni opredelitvi testnih koncentracij, smo izvedli še en preliminarni test za 
koncentracije BPA: 2,5 mg/L, 5 mg/L, 7,5 mg/L, 10 mg/L, 12,5 mg/L, 15 mg/L in 17,5 
mg/L. 
 
Po preliminarnih testih smo prešli na definitivne teste. Koncentracije zanje smo izbrali 
na podlagi preliminarnih testov. Pri BPA smo testirali koncentracije: 5 mg/L, 7,5 mg/L, 
8,13 mg/L, 8,75 mg/L, 9,38 mg/L, 10 mg/L, 12,5 mg/L, 15 mg/L in 17,5 mg/L. 
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Definitivnih testov z EE2 nismo izvajali, saj pri preliminarnih testih ni bilo vidnih 
učinkov.  
 
 
3.4.2 Zajemanje in obdelava podatkov 
 
Pri akutnih testih smo opazovali število negibnih juvenilnih osebkov na petrijevko. To 
smo storili tako, da smo vsako petrijevko rahlo stresli in opazovali, koliko osebkov je 
negibljivih. Kot takšne smo določili tiste osebke, ki se še 15 sekund po stresanju niso 
bistveno premikali. Osebke, ki so se gibali zaradi trzanja tipalnic, smo šteli kot negibne. 
Števila negibnih osebkov smo vnesli v Excel-ovo (Microsoft Corp., Redmond, ZDA) 
tabelo in s programom Origin (OriginLab Corp., Northampton, ZDA) izračunali 
vrednosti EC50 po 24 in 48 urah. 
 
 
3.5 KRONIČNI TESTI 
 
Pri kroničnih testih smo živali za daljše časovno obdobje (21 dni) izpostavili različnim 
koncentracijam testnih raztopin. Glavni cilj teh poskusov je bil ugotoviti, kakšen vpliv 
ima daljša izpostavljenost testnih raztopin na reproduktivni potencial in reproduktivno 
sposobnost testnih organizmov. Pri naših poskusih smo opazovali še dva znaka, za 
katera smo menili, da bosta pokazala učinkovanje testnih raztopin – celotno število 
olevkov na samico v testnem obdobju in velikost samic po testu. 
 
3.5.1 Izvedba kroničnih testov 
 
Kronične teste smo izvedli v skladu z navodili Organizacije za ekonomsko sodelovanje 
in razvoj (OECD) Guideline no. 211 (OECD, 2012). Vsaki testirani koncentraciji 
testnih raztopin smo izpostavili 10 osebkov, ki so bili ob začetku testa mlajši od 24 ur. 
Vsi kronični testi so trajali 21 dni. Vsak osebek smo vstavlili v lastno čašo s 50 mL 
raztopine dane koncentracije.  
 
Izvedli smo dva testa. Pri tem smo testirali učinke daljše izpostavljenosti organizmov 
testnim raztopinam sledečih koncentracij: (1.) 1 mg/L in 10 mg/L BPA in 0,01 µg/L, 0,1 
µg/L, 1 µg/L in 10 µg/L EE2 ter (2.) mešanice navedenih koncentracij testiranih snovi. 
Zaradi tehničnih omejitev smo teste z mešanicami izvajali v treh krogih, vsakega s 
svojo kontrolo (glej preglednice v Prilogi C). Pri obdelavi podatkov smo podatke za te 
tri kontrole upoštevali skupaj. 
 
Vsake tri dni smo osebke prestavili v čiste čaše s svežimi raztopinami. Stare čaše smo 
temeljito počistili in pripravili za naslednjič. Tako smo zagotovili, da so bile testne 
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koncentracije na dolgi rok konstantne. Pri prestavljanju vodnih bolh smo bili pozorni, 
da niso prišle v stik z zrakom, saj jim lahko pride pod karapaks in jih ovira pri gibanju 
(lahko tudi poginejo). Vsak dan smo preverili število živih osebkov, pri čemer smo bili 
pozorni na morebitno prisotnost olevkov, ki smo jih zabeležili, in sproti odstranjevali, 
saj bi lahko samicam predstavljali vir hrane in morebiti izkrivili rezultate. Med devetim 
in enajstim dnem testov so se pri večini samic začeli pojavljati juvenilni osebki. Za 
vsako samico posebej smo prešteli gibljive juvenilne osebke ter jih skupaj z ostalimi 
negibnimi in mrtvimi osebki odstranili iz čaše, nato pa odrasle živali nahranili z algami, 
in sicer tako, da je vsaka samica prejela med 0,1 in 0,2 mg C/dan. 
 
 
Slika 5: Postavitev za kronične teste (foto: Rožle Kaučič): banjica s čašami, s katerimi smo izvajali 
kronične teste - v tem primeru za raztopine BPA in EE2 posamično, skupaj s kontrolo. 
 
Po 21. dneh smo samice, skupaj z manjšo količino testne raztopine, prestavili iz čaš v 
mikroplošče s 96 vdolbinicami s premerom 6,4 mm ter ravnim dnom (Techno Plastic 
Products AG, Trasadingen, Švica). V vsako vdolbinico smo dali po eno samico. Pod 
lupo Nikon SMZ 1000 (Nikon Corp., Tokio, Japonska) z nameščeno kamero Nikon 
Digital Sight DS-Fi1 smo jih premerili z grafičnim programom. Pri tem smo jim v 
vdolbinicah pustili toliko medija, da so se lahko omejeno gibale in da so bile v celoti 
potopljene. Tako smo zagotovili kar se da podoben lomni količnik pri vseh meritvah. 
 
 
3.5.2 Obdelava podatkov 
 
Podatke smo vnesli v Excel-ovo datoteko in jih uredili za nadaljnjo obdelavo. Ker smo 
pri testih s posameznimi raztopinami ugotovili izrazit vpliv koncentracije BPA, smo se 
odločili, da bomo pri mešanicah opazovali učinke teh koncentracij glede na dodatno 
koncentracijo EE2. Podatke smo s programom Origin statistično analizirali in primerjali 
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s kontrolami in med seboj, s pomočjo enofaktorske analize varianc (one-way ANOVA, 
stopnja signifikance p < 0,05) in izdelali grafe, ki so prikazani na slikah v nadaljevanju. 
Rezultate mešanic smo na isti način primerjali tudi s pripadajočimi rezultati kroničnih 
testov BPA posamično.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 AKUTNI TESTI 
 
Pri akutnih testih smo opazovali število negibljivih osebkov glede na koncentracijo 
testne raztopine po 24 in 48 urah. Ta znak je v naravi zelo pomemben, saj je 
negibljivost za vodne bolhe smrtna (Goto in Hiromi, 2003). 
 
V preliminarnih testih z EE2 negibljivih osebkov nismo našli. Ti rezultati se ujemajo z 
rezultati Goto in Hiromi (2003), ki pri izvedbi akutnih testov z EE2 po podobnem 
postopku, s koncentracijami med 1 mg/L in 5 mg/L, niso naleteli na negibljive osebke, 
ter z rezultati študije Torres in sod. (2015), ki pri akutnih testih po drugačnem 48-urnem 
postopku s koncentracijami med 0,1 mg/L in 1000 mg/L niso našli mrtvih juvenilnih 
osebkov. Definitivnih akutnih testov za EE2 nismo izvedli.  
 
Preliminarni testi z raztopinami BPA so bili uspešni, zato smo nadaljevali z 
definitivnimi testi. Pri teh testih smo testirali raztopine s koncentracijami BPA 5 mg/L, 
7,5 mg/L, 8,13 mg/L, 8,75 mg/L, 9,38 mg/L, 10 mg/L, 12,5 mg/L, 15 mg/L in 17,5 
mg/L. Najvišja testirana koncentracija BPA, pri kateri po 24 urah, še ni bilo opaziti 
učinka BPA na vodne bolhe, je bila 7,5 mg/L, po 48 urah pa 5 mg/L. Najnižja testirana 
koncentracija, pri kateri smo po 24 urah že lahko opazili odziv organizmov, je bila 8,13 
mg/L, medtem ko smo kot takšno po 48 urah določili 7,5 mg/L. Izračunana vrednost   
24 h EC50, ki nam pove pričakovano koncentracijo, pri kateri bo po 24 urah viden 
učinek na 50 % testnih organizmov, je znašala 10,83 mg/L, vrednost 48 h EC50 pa 9,02 
mg/L. 
 
Raziskave, ki so proučevale akutno strupenost BPA na vodne bolhe sicer navajajo širok 
spekter rezltatov - med njimi so naslednje vrednosti 24 h EC50: 8,57 mg/L (Brennan in 
sod., 2006), 8,9 mg/L (Tišler in sod., 2016), 12,5 mg/L (Plahuta, 2012; Lončarič, 2017) 
13,8 mg/L (Jemec in sod., 2012), 16,2 mg/L (Li in sod., 2017) in 24 mg/L (Ike in sod., 
2002). Za vrednosti 48 h EC50 pa navajajo raziskave naslednje rezultate: 7,3 mg/L 
(Tišler in sod., 2016), 7,75 mg/L (Brennan in sod., 2006), 8,25 mg/L (Kim in sod., 
2017), 9,5 mg/L (Lončarič, 2017), 10 mg/L (Ike in sod., 2002), 14,4 mg/L (Nagato in 
sod., 2016), 14,7 mg/L (Li in sod., 2017) in 16,9 mg/L (Masteling in sod., 2016). 
 
 
4.2 KRONIČNI TESTI 
 
V navodilih za kronične teste (Guideline 211) je OECD (2012) kot pogoj za njihovo 
veljavnost postavil dve predpostavki: 1) ob koncu testa smrtnost samic na testirano 
koncentracijo ne sme presegati 20 % vseh samic in 2) povprečno število juvenilnih 
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osebkov na samico naj bo ≥ 60. Kot je razvidno iz preglednic B1 in C1 v prilogah B in 
C, naši testi drugega pogoja ne izpolnjujejo. Dobljene podatke smo kljub temu uporabili 
za nadaljnjo obdelavo, saj se vrednosti signifikantno ne razlikujejo od kontrol, prav tako 
pa tudi ne med seboj (razen v primerih, kjer smo to pričakovali). Med testi ni poginila 
nobena izmed samic. 
 
 
4.2.1 Kronični testi z raztopinami BPA in EE2 
 
S temi kroničnimi testi smo ugotavljali učinke različnih koncentracij BPA in EE2 
posebej. Za testne koncentracije BPA smo izbrali 1 mg/L in 10 mg/L, za testne 
koncentracije EE2 pa 0,01 µg/L, 0,1 µg/L, 1 µg/L in 10 µg/L. V skladu z navodili 
OECD smo teste izvajali za vsako testirano koncentracijo v desetih paralelkah. Med 
testom se je izkazalo, da dva izmed testnih osebkov pri koncentraciji EE2 1 µg/L nista 
samici, ampak samca. Osebka smo odstranili in ju zanemarili pri obdelavi podatkov. 
Kot že omenjeno, v 21-dnevnem obdobju ni poginila nobena izmed testnih samic, kar se 
razlikuje z rezultati Tišler in sod. (2016), kjer je pri testni koncentraciji 10 mg/L BPA 
poginila polovica samic. 
 
Izdelani grafi, prikazani v slikah, prikazujejo rezultate opazovanih znakov pri izvedenih 
testih glede na izbrane testne koncentracije BPA in EE2. Zaradi preglednosti smo jih 
združili v po en graf za vsak opazovan znak (slike 6, 7 in 8).  
 
 
4.2.1.1 Vpliv na število gibljivih juvenilnih osebkov 
 
Pojavljanje juvenilnih osebkov je v večini primerov sovpadalo z levitvami. Za primere, 
ko temu ni bilo tako, lahko sklepamo, da smo olevek prvi dan spregledali in ga opazili 
šele naslednji dan, ali pa se je osebek ob pregledu že levil, ni pa še bilo prisotnih 
juvenilnih osebkov.  
 
V kontrolah so se prvi juvenilni osebki pojavljali od desetega dneva dalje, enako pri 
testih z raztopinami EE2 koncentracij 1 µg/L in 10 µg/L. Pri ostalih koncentracijah EE2 
so se prvi juvenilni osebki pojavili enajsti dan, enako pri koncentraciji 1 mg/L BPA. Pri 
testnih raztopinah s koncentracijo BPA 10 mg/L so se prvi juvenilni osebki pojavili 
dvanajsti dan, pri čemer je treba izpostaviti, da je bil do šestnajstega dneva ob pregledu 
gibljiv le eden izmed opazovanih juvenilnih osebkov. 
 
Iz slike 6 lahko razberemo močan vpliv višje koncentracije BPA (10 mg/L) na število 
gibljivih juvenilnih osebkov v primerjavi z nižjo (1 mg/L), kar se ujema s študijami 
Jemec in sod. (2012) in Tišler in sod. (2016). Število gibljivih juvenilnih osebkov je bilo 
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pri višji koncentraciji signifikantno različno od kontrole, kljub temu da se samo število 
legel ni bistveno razlikovalo od ostalih testnih raztopin in so v večini primerov 
sovpadala z levitvami. Te so bile, kot že prej omenjeno, redne, kot pri ostalih testiranih 
koncentracijah. Viden je bil vpliv višje koncentracije BPA na celokupno število 
juvenilnih osebkov (tako gibljivih kot negibljivih) v primerjavi z ostalimi raztopinami, 
vendar tega podatka nismo natančneje obdelali. 
 
Kot lahko vidimo v sliki 6, pri testiranih koncentracijah EE2 ni bilo signifikantnih razlik 
pri številu gibljivih juvenilnih osebkov pri testnih koncentracijah od kontrol, vendar so 
med njimi kljub temu vidne razlike. To se ujema z rezultati Goto in Hiromi (2003), kjer 
se je signifikantno odstopanje od kontrole pokazalo šele pri koncentraciji 100 µg/L. 
Najvišje povprečno število gibljivih juvenilnih osebkov so v našem primeru imele 
samice v testni koncentraciji 0,1 µg/L (45 juvenilnih osebkov na samico) , kjer smo 
osemnajsti dan ob pregledu našli edini negibljiv juvenilni osebek v testnih raztopinah z 
EE2, najnižje povprečno število juvenilnih osebkov pa je bilo pri koncentraciji 1 µg/L 
EE2 (31 juvenilnih osebkov na odraslo). Ti rezultati se ne ujemajo s sklepi Luna in sod. 
(2015), ki poročajo, da EE2 pri teh koncentracijah signifikantno zmanjša število 
gibljivih juvenilnih osebkov v 21-dnevnem obdobju. Vendar je na tem mestu treba 
ponovno opozoriti, da smo v dveh paralelkah te testne koncentracije naleteli na samca. 
 
  
Slika 6: Število gibljivih juvenilnih osebkov D. magna na samico glede na koncentracijo pri testih, izvedenih s 
posameznimi snovmi. Podatek, nad katerim je zvezdica (*), prikazuje statistično signifikantno razliko v učinku 
v primerjavi s kontrolno skupino (p < 0,05). Škatle z brki so grafične predstavitve razporejenosti podatkov. 
Vodoravna črta znotraj škatel predstavlja mediano njihovih podatkov (Q2), zgornja in spodnja stranica vsake 
škatle predstavljata prvi (Q1) in tretji (Q3) kvartil podatkov, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in 
najnižje vrednosti (spodaj), pike v škatlah pa prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov (z izjemo 
BPA 10, kjer je pika zunaj škatle). Manjše obarvane zvezdice zunaj škatel prikazujejo podatke osamelce. 
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4.2.1.2 Vpliv na levitev 
 
Kot povzema LeBlanc (2007), je lahko sprememba pogostosti levitev pokazatelj 
motenje normalnega ekdisteroidnega signaliziranja in bi zato lahko bila uporaben znak 
za ugotavljanje teh motenj pri vrstah, ki se redno levijo. Kot je razvidno iz grafa na sliki 
7, testirane koncentracije BPA in EE2 niso imele signifikantnega učinka na pogostost 
levitve organizmov. Ne glede na snov in njeno koncentracijo so se organizmi levili 
redno in v pričakovanih razmakih. Pri vseh se je povprečno število olevkov tekom 21-
dnevnega testa gibalo med približno 7 in 8 olevki na organizem. Rezultati za EE2 se 
ujemajo z rezultati raziskave Goto in Hiromi (2003), ki tudi pri koncentraciji 500 µg/L 
niso ugotovili signifikantnega učinka na levitev samic. Watts in sod. (2003) so (za 
primerjavo) pri testih z BPA in EE2  (konc. 10 ng/L – 1 mg/L) na ličinkah dvokrilcev 
Chironomus riparius opazili signifikantno znižanje števila levitev pri obeh snoveh le pri 
najvišjih testiranih koncentracijah 1 mg/L, vendar so se razne deformacije obustnega 
aparata pojavljale že pri drugih testiranih koncentracijah. V našem primeru je pri 
koncentraciji BPA 10 mg/L sicer mogoče opaziti manjši potencialen učinek na levitev, 
saj je to edini test, pri katerem se noben izmed testnih organizmov ni levil več kot 
sedemkrat, kar je verjetno tudi vplivalo na končno velikost osebkov (več v 
nadaljevanju). 
 
  
Slika 7: Število olevkov na samico glede na koncentracijo testnih snovi posamezno. Škatle z brki so 
grafične predstavitve razporejenosti podatkov. Vodoravna črta znotraj škatel predstavlja mediano njihovih 
podatkov (Q2), zgornja in spodnja stranica vsake škatle predstavljata prvi (Q1) in tretji (Q3) kvartil 
podatkov, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in najnižje vrednosti (spodaj), pike v škatlah pa 
prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov (z izjemo BPA 10, kjer je pika zunaj škatle). Manjše 
obarvane zvezdice zunaj škatel prikazujejo podatke osamelce. 
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4.2.1.3 Vpliv na končno velikost samic 
 
Slika 8 prikazuje, kakšne so bile končne velikosti samic glede na testno raztopino in 
koncentracijo. Kot je razvidno iz grafa v sliki 8, je prišlo do signifikantne razlike v 
primerjavi s kontrolo le pri višji koncentraciji BPA (10 mg/L). To se ujema z 
ugotovitvami Jemec in sod. (2012) in Tišler in sod. (2016). Za učinke EE2 na ta znak v 
literaturi nismo našli mnogo podatkov. Dietrich in sod. (2010) poročajo, da so bile 
samice, izpostavljene 0,1 ng/L EE2, ob prvem leglu signifikantno manjše od kontrol, 
signifikantno manjši pa so bili tudi juvenilni osebki generacije F5. Pri naših rezultatih je 
opaziti velik razpon med končnimi velikostmi organizmov – najmanjši osebek pri 10 
mg/L BPA je bil v dolžino dolg okoli 2,77 mm, največji pa okoli 3,23 mm (razlika 0,46 
mm), medtem ko je bila pri ostalih testnih raztopinah ta razlika manjša (razlika med 
0,24 in 0,30 mm). To lahko obrazložimo z že prej omenjenim malo nižjim številom 
levitev, saj lahko vodne bolhe zrastejo le v nekajminutnem obdobju po levitvi. Pri 
ostalih testnih raztopinah in koncentracijah ni bilo signifikantnih razlik glede na 
kontrole. Na tem mestu je treba opozoriti na naravo opravljanja meritev dolžine 
organizmov, ki verjetno ni najbolj zanesljiv znak za opazovanje zaradi mnogih 
faktorjev, ki lahko vplivajo na rezultate meritev (lomni količnik vode, količina vode, 
orientacija in gibanje organizma, morebitne poškodbe in deformacije na zadku, ročno 
postavljanje točk za meritev, itd.), je pa kljub temu lahko v primerno zastavljeni 
raziskavi zelo uporaben znak. 
 
 
Slika 8: Končna velikost samic glede na koncentracijo testnih snovi posamezno. Podatek, nad katerim je 
zvezdica (*), prikazuje statistično signifikantno razliko v učinku v primerjavi s kontrolno skupino (p < 
0,05). Škatle z brki so grafične predstavitve razporejenosti podatkov. Vodoravna črta znotraj škatel 
predstavlja mediano njihovih podatkov (Q2), zgornja in spodnja stranica vsake škatle predstavljata prvi 
(Q1) in tretji (Q3) kvartil podatkov, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in najnižje vrednosti 
(spodaj), pike v škatlah pa prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov. 
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4.2.3 Kronični testi z mešanicami BPA in EE2 
 
Pri kroničnih testih z mešanicami BPA in EE2 smo ugotavljali učinke mešanic istih 
koncentracij, ki smo jih uporabili pri posamičnih testih. Za lažjo preglednost grafov in 
pripadajočega besedila smo mešanice označevali s črkami po ključu v preglednici 2 
(spodaj). Kot je mogoče sklepati iz literature, lahko mešanice snovi izzovejo učinke na 
organizme, drugačne od tistih, ki jih bi lahko opazovali ob testiranju posameznih snovi 
pri istih koncentracijah (Dietrich in sod., 2010; Luna in sod., 2015; Pablos in sod., 
2015). Tekom testov se je izkazalo, da sta dva testna organizma v resnici samca, in sicer 
po en osebek v mešanicah D (1 mg/L BPA + 10 µg/L EE2) in F (10 mg/L BPA + 0,1 
µg/L EE2). Oba smo iz testa odstranili in ju pri obdelavi podatkov zanemarili.  
 
Pojavljanje juvenilnih osebkov je tudi tukaj v večini primerov sovpadalo z levitvami, za 
odstopanja pa veljajo iste predpostavke kot v točki 4.2.1.1. V mešanicah A (1 mg/L 
BPA + 0,01 µg/L EE2) in B (1 mg/L BPA + 0,1 µg/L EE2) so se juvenilni osebki začeli 
pojavljati od devetega dneva dalje, pri ostalih mešanicah in kontrolah pa od desetega, 
razen pri mešanicah G (10 mg/L BPA + 1 µg/L EE2) in H (10 mg/L BPA + 10 µg/L 
EE2), kjer so se začeli pojavljati od enajstega dneva dalje. 
 
Preglednica 1: Oznake mešanic glede na koncentracijo BPA in EE2. 
   BPA [mg/L]      
EE2 [µg/L] 0,01 0,1 1 10 
1 A B C D 
10 E F G H 
 
 
4.2.2.1 Vpliv mešanic na število juvenilnih osebkov 
 
V skupini mešanic s koncentracijo BPA 1 mg/L (mešanice A, B, C in D; slika 9, levo) 
ni bilo testirane mešanice, pri kateri se bi število juvenilnih osebkov na samico 
signifikantno razlikovalo od kontrole. Pri kontrolah in mešanici D (1 mg/L BPA + 10 
µg/L EE2) smo dobili širok razpon rezultatov. V eni izmed paralelk slednje smo našli 
enega samca.  
 
Drugačna slika se nam je ponudila pri mešanicah z višjo koncentracijo BPA (10 mg/L; 
mešanice E, F, G in H; slika 9, desno). Kot je razvidno iz grafov v sliki 9, je bil učinek 
te koncentracije BPA na število gibljivih juvenilnih osebkov v vseh primerih 
signifikanten, ne glede na koncentracijo EE2, vendar ne tako izrazit kot pri testih z BPA 
posamezno. Z naraščajočo koncentracijo EE2 je število gibljivih juvenilnih osebkov 
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naraščalo do koncentracije 1 µg/L EE2, nakar je pri koncentraciji 10 µg/L spet upadlo. 
Zakaj je v tem primeru temu tako na osnovi teh testov ne moremo obrazložiti. 
Signifikantnih razlik v primerjavi s pripadajočimi rezultati testov z BPA posamično za 
opazovan znak ni bilo. 
 
  
Slika 9: Število juvenilnih osebkov na samico pri mešanicah. Levo: glede na koncentracijo 1 mg/L BPA. 
Desno: glede na koncentracijo 10 mg/L BPA. Za lažjo primerjavo so dodani podatki iz testov z BPA 
posamično za isti opazovan znak z enakimi koncentracijami BPA brez pripadajoče kontrole. Podatki, nad 
katerimi je zvezdica (*), prikazujejo statistično signifikantno razliko v učinku v primerjavi s kontrolno 
skupino (p < 0,05). Škatle z brki so grafične predstavitve razporejenosti podatkov. Vodoravna črta znotraj 
škatel predstavlja mediano (Q2) njihovih podatkov, zgornja in spodnja stranica vsake škatle predstavljata 
prvi (Q1) in tretji (Q3) kvartil, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in najnižje vrednosti (spodaj), 
pike v škatlah pa prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov (z izjemo BPA 10, kjer je pika zunaj 
škatle). Manjše obarvane zvezdice zunaj škatel prikazujejo podatke osamelce. 
 
 
4.2.2.2 Vpliv mešanic na levitve 
 
Število levitev organizmov se je tudi pri vseh testnih mešanicah, z izjemo mešanice G, 
gibalo v pričakovanih okvirjih (slika 10). Pri skupini testov s koncentracijo BPA 10 
mg/L je opazno nekoliko manjše povprečno število olevkov (med približno 6 in 7) kot 
pri testih s koncentracijo BPA 1 mg/L (med približno 7 in 8 olevkov), vendar je le pri 
mešanici G prišlo do signifikantnega odstopanja v primerjavi s kontrolo. Ti osebki so se 
levili od štiri- do sedemkrat, medtem ko so se pri ostalih mešanicah levili od šest- do 
devetkrat. Signifikantnih razlik v primerjavi s pripadajočimi rezultati testov z BPA 
posamično za opazovan znak ni bilo.  
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Slika 10: Število olevkov na samico pri mešanicah. Levo: glede na koncentracijo 1 mg/L BPA. Desno: 
glede na koncentracijo 10 mg/L BPA. Za lažjo primerjavo so dodani podatki iz testov z BPA posamično 
za isti opazovan znak z enakimi koncentracijami BPA brez pripadajočih kontrolnih skupin. Podatek, nad 
katerim je zvezdica (*), prikazuje statistično signifikantno razliko v učinku v primerjavi s kontrolno 
skupino (p < 0,05). Škatle z brki so grafične predstavitve razporejenosti podatkov. Vodoravna črta znotraj 
škatel predstavlja mediano (Q2) njihovih podatkov, zgornja in spodnja stranica vsake škatle predstavljata 
prvi (Q1) in tretji (Q3) kvartil, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in najnižje vrednosti (spodaj), 
pike v škatlah prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov (z izjemo mešanic B in C (levo) ter 
BPA 10 (desno), kjer je pika zunaj škatle). Manjše obarvane zvezdice zunaj škatel prikazujejo podatke 
osamelce. 
 
 
4.2.2.3 Vpliv mešanic na končno velikost samic 
 
Grafi na sliki 11 prikazujejo, kakšne so bile končne velikosti samic glede na testno 
mešanico, kateri so bile izpostavljene. Do signifikantne razlike končne velikosti samic v 
primerjavi s kontrolo je prišlo pri vseh mešanicah z višjo koncentracijo BPA (10 mg/L). 
Tako kot pri testih s posameznimi raztopinami lahko tudi to obrazložimo z že 
omenjenim malo nižjim povprečjem števila levitev in samim načinom rasti vodnih bolh. 
Povprečna velikost osebkov se je v mešanicah s koncentracijo BPA 1 mg/L gibala med 
3,14 mm in 3,29 mm, pri mešanicah s koncentracijo BPA 10 mg/L pa med 3,06 mm in 
3,11 mm. Signifikantnih razlik v primerjavi s pripadajočimi rezultati testov z BPA 
posamično za opazovan znak ni bilo. 
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Slika 11: Končna velikost samic pri mešanicah. Levo: glede na koncentracijo 1 mg/L BPA. Desno: glede 
na koncentracijo 10 mg/L BPA. Za lažjo primerjavo so dodani podatki iz testov z BPA posamično za isti 
opazovan znak z enakimi koncentracijami BPA brez pripadajočih kontrolnih skupin. Podatki, nad 
katerimi je zvezdica (*), prikazujejo statistično signifikantno razliko v učinku v primerjavi s kontrolno 
skupino (p < 0,05). Škatle z brki so grafične predstavitve razporejenosti podatkov. Vodoravna črta znotraj 
škatel predstavlja mediano (Q2) njihovih podatkov, zgornja in spodnja stranica vsake škatle predstavljata 
prvi (Q1) in tretji (Q3) kvartil, brčice prikazujejo njihove največje (zgoraj) in najnižje vrednosti (spodaj), 
pike v škatlah pa prikazujejo povprečne vrednosti njihovih podatkov. Manjše obarvane zvezdice zunaj 
škatel prikazujejo osamelce. 
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5 SKLEPI 
 
- Bisfenol-A in etinilestradiol sta snovi v širši uporabi, s katerima ima vsak dan stik 
mnogo ljudi. Posledično sta pogosto v takšni ali drugačni obliki sestavni del kosovnih 
odpadkov, plastike in odpadnih voda. 
 
- Vodna bolha Daphnia magna je zaradi hitrega razvoja osebkov, načina razmnoževan-
ja, kratke generacijske dobe in pomembne vloge v vodnih ekosistemih zelo primeren 
organizem za izvajanje strupenostnih testov tako za ugotavljanje akutne strupenosti kot 
tudi kronične. 
 
- Testi za posamezne snovi so pokazali jasen učinek BPA glede na koncentracijo na dva 
izmed opazovanih znakov (število gibljivih juvenilnih osebkov in končna velikost 
samic) - predvsem na število gibljivih juvenilnih osebkov. Iz narave učinkov je težko 
sklepati, ali gre za učinke na endokrini sistem organizmov ali za splošne strupenostne 
učinke. Iz rezultatov za posamezne teste z EE2 ni mogoče sklepati na enoznačno 
učinkovanje tega sintetičnega estrogena. 
 
- Pri testih z mešanicami smo potrdili vpliv koncentracije BPA na opazovane znake. 
Ponovno je bil najbolj izrazito viden učinek na število gibljivih juvenilnih osebkov, 
vendar lahko zaradi razlik v primerjavi z rezultati posameznih testov sklepamo na 
navzkrižno učinkovanje BPA in EE2.  
 
- Končna velikost organizma in število levitev sta se izkazala kot zanimiva, a v tej 
raziskavi manj zanesljiva znaka za opazovanje potencialnih učinkov motilcev 
enodkrinega sistema. Končna velikost je pri rakih izrazito odvisna od sposobnosti 
organizma ,da se levi. Ta proces je pri rakih pod direktno kontrolo ekdisteroidnega 
signaliziranja. Sklepamo, da je uporabnost tega znaka večja v primeru večjega števila 
organizmov in morebiti daljšega obdobja opazovanja, saj se organizmi levijo le 
nekajkrat v 21-dnevnem testnem obdobju. 
 
Na podlagi naštetih sklepov lahko potrdimo obe postavljeni  hipotezi: 
1) MES lahko spreminjajo reprodukcijski potencial pri vodnih organizmih. 
2) MES zmanjšujejo reprodukcijsko sposobnost testnih vodnih organizmov. 
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6 POVZETEK 
 
Voda je ena izmed naših najbolj dragocenih dobrin, a je izpostavljena onesnaževanju in 
pritiskom gospodarstva. Ogroženost vodnih okolij je še posebej velika, če upoštevamo, 
da so mnoga onesnažila sintetične, potencialno biološko aktivne, snovi, njihovo 
odstranjevanje iz voda pa je težavno, zaradi česar predstavljajo grožnjo ekosistemom in 
zalogam pitnih voda. Ena izmed skupin teh snovi so motilci endokrinega sistema 
(MES), ki so zmožni spremeniti delovanje endokrinega sistema organizmov in tako 
škodljivo učinkovati na zdravje izpostavljenih organizmov, ne nazadnje tudi celotnih 
populacij ali njenih delov. V strokovnih krogih menijo, da lahko MES učinkujejo na 
različne stopnje tekom endokrinega signaliziranja, posledične motnje pa se lahko 
izražajo na različnih fizioloških nivojih in na različne načine. Pri tem je eden izmed 
ključnih faktorjev faza razvoja organizma, v kateri jim je izpostavljen. 
 
V odpadnih vodah lahko pogosto najdemo MES iz dveh skupin – estrogene in fenolne 
spojine. Raziskave so pokazale, da lahko te snovi dolvodno od izpustov čistilnih naprav 
negativno vplivajo na populacije rib in drugih organizmov. Za našo raziskavo smo si 
izbrali po enega predstavnika iz obeh skupin – bisfenol-A (BPA) in etinilestradiol 
(EE2). BPA je fenol, ki se množično proizvaja in uporablja pri proizvodnji 
polikarbonatne plastike in epoksi smole. V svoji prosti obliki lahko deluje kot agonist 
estrogenskih receptorjev ali antagonistično kot njihov selektivni modulator, sposoben je 
tudi učinkovanja na druge tipe receptorjev. EE2 je sintetični estrogen, ki se uporablja 
kot glavna učinkovina v kombiniranih kontracepcijskih tabletkah in kot tak deluje 
agonistično na estrogenske receptorje. Njuna sposobnost obstanka v okolju je odvisna 
od prisotnosti kisika in tipa mikrobne združbe, kateri sta izpostavljena.  
 
Pomembno vlogo pri ugotavljanju učinkovanja okoljskih onesnažil imajo strupenostni 
testi. Njihovo bistvo je ugotaviti in razumeti, kako izpostavljenost neki snovi vpliva na 
testne organizme. Metode za izvajanje strupenostnih testov so raznolike in odvisne od 
specifičnih potreb organizmov, na katerih jih izvajamo. Dajejo nam okvirno sliko 
dogajanja v zelo kontroliranem okolju, vendar dobljena slika, zaradi širokega nabora 
faktorjev, ki lahko igrajo vlogo v natančnem načinu delovanja testiranih snovi ali pri 
odzivu organizmov, nikoli ne more biti popolna.  
 
Za večino strupenostnih testov uporabljamo nevretenčarje, ki predstavljajo 95 % vseh 
opisanih vrst živali in so ključnega pomena v vseh ekosistemih. Eden izmed 
nevretenčarjev, na katerih se redno izvajajo strupenostni testi, so vodne bolhe vrste 
Daphnia magna - majhen zooplanktonski predstavnik rakov (Crustacea) škrgonožcev 
(Branchiopoda). Razlogi za njihovo razširjeno uporabo pri izvajanju stupenostnih testov 
so, da preživijo celotno življenje v vodnem okolju, hitrost in rednost razmnoževanja, 
kratka življenjska doba in občutljivost na mnoge kemikalije. Ena izmed zanimivosti 
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vodnih bolh je njihov tip razmnoževanja – ciklična partenogeneza. Ob primernih 
razmerah omogoča hitro nespolno razmnoževanje in širjenje, ob stresnih razmerah pa 
pojavljanje samcev in prehod na spolni način razmnoževanja, s čimer zagotovijo 
zadostno stopnjo genetske raznolikosti v populaciji in večjo možnost njenega obstanka 
ob spremembah v okolju. 
 
Namen magistrske naloge je bil preveriti strupenost BPA in EE2 ter njunih mešanic na 
osebke vodnih bolh. V ta namen smo izvedli akutne in kronične teste. Pri akutnih testih 
smo se držali standarda ISO 6341:2012 in opazovali vpliv na sposobnost gibanja 
organizmov glede na koncentracije posameznih snovi. Za izvedbo kroničnih testov smo 
se držali navodila OECD za izvajanje kroničnih testov strupenosti na vodnih bolhah 
(OECD Guideline no. 211, 2012), pri čemer smo opazovali število gibljivih potomcev, 
pogostost levitev in končno velikost osebkov v odvisnosti od koncentracije snovi in 
mešanic.  
 
Rezultati kroničnih testov posameznih snovi z BPA so pokazali viden vpliv te snovi na 
gibljivost juvenilnih osebkov, medtem ko na preživetje odraslih osebkov ni bilo vidnega 
vpliva. Vpliv na levitev odraslih osebkov ni bil signifikanten, vendar lahko iz dobljenih 
vrednosti za končno velikost samic vodnih bolh sklepamo, da je kljub vsemu bil 
prisoten. Iz posameznih testov za EE2 nismo dobili jasne slike učinkov, saj v primerjavi 
s kontrolami niso bile razlike v nobenem primeru signifikantne.  
 
Rezultati kroničnih testov z mešanicami so ponovno potrdili močan vpliv višje 
koncentracije BPA na opazovane znake, vendar so bili rezultati različni od tistih, ki smo 
jih dobili pri posameznih testih. Pri vseh mešanicah z 10 mg/L BPA so testi pokazali 
signifikantne razlike v številu gibljivih juvenilnih osebkov, pa tudi pri končnih 
velikostih samic, vendar je bil vpliv manjši kot pri testih z BPA posamično. Rezultati 
testov z mešanicami se niso signifikantno razlikovali od rezultatov testov z BPA 
posamično. Tako lahko, glede na razlike v odvisnosti od koncentracije EE2 v mešanicah 
pri teh dveh znakih, z zadržkom sklepamo na navzkrižne učinke delovanja testnih snovi, 
pri čemer je zadržek prej omenjena nesignifikantnost razlik rezultatov mešanic s 
pripadajočimi rezultati BPA posamično in nejasna slika učinkov glede na koncentracijo 
EE2. Slika vpliva mešanic na levitev je nejasna in se ob upoštevnju končnih velikosti 
samic ne ujema s sklepi o soodvisnosti med tema znakoma iz testov s posameznimi 
snovmi.  
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PRILOGE 
 
Priloga A 
Rezultati akutnih testov z različnimi koncentracijami BPA na vodne bolhe (Daphnia 
magna). 
 
Preglednica A1: Število in delež negibljivih vodnih bolh v odvisnosti od koncentracije BPA po 24 urah. 
 
 
Rezultati akutnega testa po 24 urah 
Koncentracija BPA 
(mg/L) 
Število gibljivih 
vodnih bolh 
Število negibljivih 
vodnih bolh 
Delež negibljivih 
vodnih bolh (%) 
Kontrola 20 0 0 
5 20 0 0 
7,5 20 0 0 
8,13 18 2 10 
8,75 19 1 5 
9,38 18 2 10 
10 19 1 5 
12,5 7 13 65 
15 9 11 55 
17,5 6 14 70 
 
 
Preglednica A2: Število in delež negibljivih vodnih bolh v odvisnosti od koncentracije BPA po 48 urah. 
 
 
Rezultati akutnega testa po 48 urah 
Koncentracija BPA 
(mg/L) 
Število gibljivih 
vodnih bolh 
Število negibljivih 
vodnih bolh 
Delež negibljivih 
vodnih bolh (%) 
Kontrola 20 0 0 
5 20 0 0 
7,5 17 3 15 
8,13 17 3 15 
8,75 12 8 40 
9,38 7 13 65 
10 2 18 90 
12,5 1 19 95 
15 0 20 100 
17,5 0 20 100 
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Priloga B 
Rezultati kroničnih testov različnih koncentracij BPA in EE2 posamično na vodne bolhe 
(Daphnia magna). 
 
Preglednica B1: Število juvenilnih osebkov na samico v 21-dnevnem obdobju v odvisnosti od različnih koncentracij 
BPA in EE2 posamično. Celice, označene s poševnico (/), prikazujejo osebke, za katere se je izkazalo, da so samci. 
Le-te smo iz testov odstranili in rezultate zanemarili.. 
 
 
 Koncentracija BPA (mg/L) Koncentracija EE2 (µg/L) 
Paralelka Kontrola 1 10 0,01 0,1 1 10 
1 44 22 10 44 49 21 42 
2 41 28 0 11 38 29 32 
3 23 44 2 37 35 33 53 
4 37 26 0 27 36 37 40 
5 50 43 13 43 47 43 43 
6 29 35 1 43 44 / 59 
7 44 29 0 50 59 / 43 
8 26 30 1 33 54 10 6 
9 45 43 0 36 46 41 37 
10 42 46 0 33 40 41 35 
 
Preglednica B2: Število olevkov na samico v 21-dnevnem obdobju v odvisnosti od različnih koncentracij BPA in 
EE2 posamično. Celice, označene s poševnico (/), prikazujejo osebke, za katere se je izkazalo, da so samci. Le-te smo 
iz testov odstranili in rezultate zanemarili. 
 
 
 Koncentracija BPA (mg/L) Koncentracija EE2 (µg/L) 
Paralelka Kontrola 1 10 0,01 0,1 1 10 
1 7 7 7 8 7 8 7 
2 7 7 7 7 8 6 8 
3 8 8 7 7 8 7 8 
4 7 7 7 8 8 7 7 
5 7 8 7 6 8 7 7 
6 7 7 7 8 6 / 7 
7 8 8 7 8 6 / 8 
8 7 6 7 7 8 6 7 
9 8 8 6 7 6 7 6 
10 8 9 7 8 7 7 7 
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Preglednica B3: Velikost samic (mm) na 21. dan v odvisnosti od različnih koncentracij BPA in EE2 posamično. 
Celice, označene s poševnico (/), prikazujejo osebke, za katere se je izkazalo, da so samci. Le-te smo iz testov 
odstranili in rezultate zanemarili. 
 
 
 Koncentracija BPA (mg/L) Koncentracija EE2 (µg/L) 
Paralelka Kontrola 1 10 0,01 0,1 1 10 
1 3,21 3,26 2,79 3,31 3,31 2,98 3,34 
2 3,04 3,07 3,23 3,06 3,34 3,11 3,19 
3 3,29 3,31 3,08 3,16 3,16 3,16 3,28 
4 3,10 3,15 3,08 3,24 3,28 3,06 3,22 
5 3,34 3,25 2,82 3,16 3,27 3,16 3,28 
6 3,02 3,24 3,04 3,28 3,38 / 3,34 
7 3,24 3,14 3,00 3,30 3,24 / 3,28 
8 3,16 3,17 3,03 3,12 3,16 2,96 3,18 
9 3,15 3,34 2,77 3,10 3,40 3,26 3,07 
10 3,20 3,34 3,11 3,04 3,15 3,26 3,22 
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Priloga C 
Rezultati kroničnih testov z mešanicami različnih koncentracij BPA in EE2 na vodne 
bolhe (Daphnia magna). 
 
Preglednice prikazujejo rezultate kroničnih testov z mešanicami različnih koncentracij 
BPA in EE2 na vodne bolhe (Daphnia magna) glede na opazovane znake. Mešanice so 
v preglednicah prikazane po ključu iz preglednice 2 (str. 32). Rezultati so v 
preglednicah prikazani skupaj s pripadajočimi kontrolami. V slikah v poglavju 4. 
Rezultati z razpravo, so kontrole prikazane skupaj. 
 
Preglednica C1: Število juvenilnih osebkov na samico v 21-dnevnem obdobju v odvisnosti od mešanice različnih 
koncentracij BPA in EE2, kateri so bile samice izpostavljene. Celice, označene s poševnico (/),  prikazujejo osebke, 
za katere se je izkazalo, da so samci. Le-te smo iz testov odstranili in rezultate zanemarili. Pri obdelavi in analizi 
podatkov smo kontrole za te teste upoštevali skupaj. 
 
Paralelka Kontrola 1 A B Kontrola 2 C D E F Kontrola 3 G H 
1 12 29 31 88 30 66 15 12 56 13 2 
2 32 18 20 41 46 0 0 / 59 1 7 
3 26 44 38 21 33 15 1 6 45 21 14 
4 18 5 46 31 40 24 24 5 61 25 9 
5 46 6 29 28 28 38 3 25 34 10 6 
6 32 32 26 48 23 30 0 22 17 26 19 
7 18 7 7 11 45 37 0 3 35 0 0 
8 67 37 38 14 39 21 6 14 52 2 0 
9 40 30 43 45 6 14 8 0 13 1 0 
10 24 52 38 54 33 / 0 4 11 0 1 
 
 
Preglednica C2: Število olevkov na samico v 21-dnevnem obdobju v odvisnosti od mešanice različnih koncentracij 
BPA in EE2, kateri so bile samice izpostavljene. Celice, označene s poševnico (/), prikazujejo osebke, za katere se je 
izkazalo, da so samci. Le-te smo iz testov odstranili in rezultate zanemarili. Pri obdelavi in analizi podatkov smo 
kontrole za te teste upoštevali skupaj. 
 
Paralelka Kontrola 1 A B Kontrola 2 C D E F Kontrola 3 G H 
1 8 6 6 8 7 8 7 7 5 7 7 
2 8 7 9 8 8 7 6 / 8 5 7 
3 6 6 8 7 7 6 6 8 6 5 7 
4 9 7 8 7 7 7 6 7 7 5 6 
5 8 8 8 6 7 7 7 6 8 4 7 
6 8 7 8 7 7 9 7 7 8 5 7 
7 6 8 9 7 7 8 7 8 8 6 7 
8 7 7 8 7 8 7 7 8 8 6 7 
9 7 7 8 7 6 7 7 6 7 7 7 
10 8 7 7 7 7 / 6 9 7 6 8 
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Preglednica C3: Velikost samic (mm) na 21. dan v odvisnosti od mešanice različnih koncentracij BPA in EE2, kateri 
so bile samice izpostavljene. Celice, označene s poševnico (/), prikazujejo osebke, za katere se je izkazalo, da so 
samci. Le-te smo iz testov odstranili in rezultate zanemarili. Pri obdelavi in analizi podatkov smo kontrole za te teste 
upoštevali skupaj. 
 
Paralel. Kont. 1 A B Kont. 2 C D E F Kont. 3 G H 
1 3,30 3,48 3,29 3,34 3,19 3,26 3,13 2,99 3,26 3,04 3,12 
2 3,15 3,09 3,37 3,48 3,35 3,03 3,19 / 3,52 3,21 3,06 
3 3,27 3,04 3,25 2,97 3,37 3,27 3,12 3,22 3,30 3,12 3,09 
4 3,36 3,33 3,12 3,23 3,14 3,19 2,98 3,21 3,38 3,24 3,09 
5 3,25 3,49 3,16 3,08 3,04 3,32 2,93 3,13 3,22 3,12 3,16 
6 3,16 3,32 3,42 3,34 3,22 2,83 2,95 2,90 3,27 3,15 3,01 
7 3,13 3,32 3,40 3,09 3,19 3,19 2,98 3,07 3,49 2,91 3,04 
8 3,45 3,18 3,24 3,17 3,14 3,19 3,07 3,04 3,33 3,16 2,91 
9 3,19 3,29 3,07 3,13 3,24 2,95 3,09 3,07 3,18 3,18 3,08 
10 3,15 3,40 3,13 3,46 3,18 / 3,15 3,19 3,20 2,93 3,19 
 
 
